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Resumo 
O mecanismo de ação dos esteróides sexuais sobre a proliferação e diferenciação do 
endométrio envolve a participação de fatores de crescimento e protooncogenes, cuja 
regulação é pouco conhecida. O objetivo deste trabalho foi investigar a influência do ciclo 
menstrual e os efeitos do acetado de medroxiprogesterona (MP A) sobre a expressão de 
prolactina (PRL), do protooncogene c-los e do fator de crescimento TGF~ no endométrio 
humano in vivo. Quarenta e seis mulheres com ciclos regulares receberam, de forma 
randomizada, placebo ou MP A (10mg/ dia, 10 dias). Em seguida foram submetidas a 
biópsia do endométrio e as amostras foram classificadas em 3 grupos de acordo com a fase 
do ciclo/tratamento: Proliferativo/Placebo (grupo 1, N=ll), Secretor/Placebo (grupo 2, 
N=18) e Secretor/MPA (grupo 3, N=8). Parte do material foi fixada em formol e incluída 
em parafina, sendo posteriormente submetida a coloração por imuno-histoquímica. O 
restante foi congelado a -70°C para posterior análise do RNA mensageiro (mRNA) pela 
técnica de RT-PCR. Encontrou-se PRL imunorreativa no epitélio glandular de 9,1% das 
amostras do grupo 1, em 55,6% das amostras do grupo 2 e em 100% das amostras do grupo 
3 (p<0,05; teste de Fisher). No estroma endometriat observou-se imunocoloração para PRL 
em 9)% , 66,7% e 87,5% das biópsias dos grupos 1, 2 e 3, respectivamente (p<0,01). Os 
níveis médios de mRNA da PRL foram maiores na fase secretora (grupo 2) e 
significativamente maiores no grupo 3 em relação ao grupo 1 (p<0,05). Observou-se 
imunocoloração para c-los (predominando no núcleo das células estremais) em 54,5% das 
biópsias do grupo 1, em 7,1% das do grupo 2 e em nenhuma do grupo 3 (p<0,05, grupo 1 vs 
2 e 3). Os níveis de mRNA do c-los foram substancialmente menores nos grupos 2 e 3 
comparados ao grupo 1 (p<0,05) e apresentaram correlação direta com os níveis séricos de 
estradiol (r= 0,56; p<0,02). Não houve diferença entre os grupos quanto à expressão de 
TGF~l. Entretanto, a freqüência de amostras com imunocoloração positiva para TGF~3 e os 
níveis de mRNA do TGF~3 foram sucessivamente maiores nos grupos 2 e 3 em comparação 
com o grupo 1. Os dados demonstram aumento da expressão de PRL e TGF~3 e inibição da 
expressão de c-los no endométrio durante a fase secretora do ciclo menstrual, bem como no 
endométrio estimulado por MPA. A inibição de c-los e o aumento na expressão de TGF~3 
poderiam participar do mecanismo antiproliferativo da progesterona e dos progestogênios 
sobre o endométrio humano in vivo. 
Vlll 
Abstract 
Growth factors anci protooncogenes are involveci in the mechanism of sex steroici-
stirnulateci growth anci ciifferentiation of the enciometriurn, but their precise regulation 
remains unclear. The aim of the present stuciy was to evaluate the influence of menstrual 
cycle anci the effects of meciroxyprogesterone acetate (MP A) on the expression of prolactin 
(PRL), c-los anci transforrning growth factor beta (TGFI3) in the hurnan enciometriurn in 
vivo. Forty-six cycling women were ranciomizeci to receive either 10 mg MPA or placebo, 
once a ciay ciuring 10 ciays. Enciometrial specirnens were obtaineci about 8-12 hours 
following the last tablet intake anci patients were classifieci into three groups accorciing to 
biopsy ciating anci treatment: Proliferative/Placebo (group 1, N=ll), Secretory /Piacebo 
(group 2, N=18) anci Secretory /MP A (group 3, N=8). Enciometrial sampies were partially 
snap-frozen in liquici nitrogen anci partially fixeci in formalin, embecicieci in paraffin anci 
staineci by irnrnunohistochemistry. Messenger ribonucleic acici (rnRNA) leveis were 
assessed by reverse transcriptidase polymerase chain reaction (RT-PCR). Irnmunoreactive 
PRL was found in the epithelium of 9.1% of the specirnens from group 1, in 55.6% of group 
2, anci in 100% of group 3 (p<0.05, Fisher's exact test). In the enciometrial stroma, 
immunopositive PRL was present in 9.1%, 66.7% anci 87.5% of the specirnens from groups 
1, 2 anci 3, respectively (p<0.01). The average leveis of PRL mRNA were slightiy increaseci 
in group 2 anci markecily increaseci in group 3 compareci to group 1 (p<0.05). 
Irnrnunoreactive c-los was concentrateci in the nucleus of stromal cells in 54.5% of the 
biopsies from group 1, in 7.1% of group 2, and in 0% of group 3 (p<0.05, group 1 vs 2 and 
3). The leveis of c-los mRNA were greatly reciuceci in groups 2 anci 3 compareci to group 1 
(p<0.05) anci correlateci positiveiy with serum estraciiollevels (r=0.56, p<0.02). There were 
no ciifferences between groups conceming to the enciometrial expression of TGFI31. 
However, the frequency of immunopositive samples for TGF133 anci the leveis of TGF133 
rnRNA were higher in groups 2 anci 3 compareci to group 1. 1t is conclucieci that MP A 
induces PRL anci TGFf33 and inhibits c-los expression in endometrial cells in vivo, 
resembling what occurs ciuring the secretory phase of spontaneous ovulatory cycles. The 
inhibition of c-los and the increase of TGFI33 expression may contribute to the 
antiproliferative effect of progestins on the endometriurn. 
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O conceito original de Endocrinologia (estudo das secreções internas) fi-
cou muito restrito para abrigar os enormes avanços que a fisiologia hormonal 
experimentou durante o século XX. Substâncias com todas as características que 
definem um hormônio são produzidas fora das glândulas endócrinas clássicas e 
nos forçam a substituir o conceito de glândula endócrina pelo de tecido endó-
crino (caso dos rins, pulmões, trato gastrointestinal) ou neuroendócrino. Já os 
hormônios clássicos, como insulina, hormônio tireoidiano e esteróides gonadais, 
não se limitam aos efeitos endócrinos (ação à distância, via circulação sangüínea) 
mas revelam-se também agentes parácrinos e autócrinos. 
Neste novo cenário, avança rapidamente o estudo funcional de produtos 
secretados pelo endométrio, seja durante o ciclo menstrual, seja no decorrer da 
gestação, quando ele adquire funções especiais e recebe o nome de decídua. Esses 
produtos exercem seu papel mais importante no próprio útero e na unidade feto-
placentária, aonde chegam por difusão. O interesse dos pesquisadores pelos 
mecanismos de síntese e secreção de proteínas reguladoras no endométrio se 
justifica porque, à luz dos conhecimentos atuais, estas substâncias se tomaram 
peça chave para a elucidação de inúmeros processos fisiológicos e patológicos 
relacionados à função endometrial, como, por exemplo, sangramento uterino 
anormal, abortamentos de repetição, distúrbios de implantação embrionária, 
endometriose, hiperplasias e neoplasias. Como a decídua interage intimamente 
com a placenta, o estudo das secreções produzidas pelo endométrio em processo 
de decidualização pode revelar a síntese de substâncias importantes para a gra-
videz normal e patológica. 
O endométrio é alvo da ação de hormônios sexuais e sofre transformações 
morfológicas e funcionais em decorrência da liberação cíclica desses hormônios. 
CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 2 
Estrogênio e progesterona atuam por mecanismos complexos, principalmente in-
duzindo a síntese de algumas proteínas e inibindo a síntese de outras. Algumas 
dessas proteínas a tuarn corno mediadoras da ação dos esteróides sobre o próprio 
endométrio e os tecidos vizinhos. O cenário complexo da interação entre os este-
róides e as proteínas endornetriais tem sido objeto de exaustiva investigação nas 
últimas décadas, orientada pelas seguintes perguntas: 
1) A proteína X está presente no endométrio? 
2) Ela é sintetizada pelo próprio endométrio ou apenas captada? 
3) A concentração da proteína X varia durante o ciclo menstrual? 
4) A concentração da proteína X é modificada pela administração de esteróides 
sexuais ou fárrnacos (in vivo ou in vitro)? 
5) A concentração da proteína X está alterada no endométrio patológico? 
6) Que outros fatores endócrinos, parácrinos ou autócrinos regulam a síntese da 
p roteína X no endométrio? 
7) Que outros fatores endócrinos, parácrinos ou autócrinos têm sua síntese regu-
lada pela proteína X no endométrio? 
8) Qual o efeito da proteína X sobre a proliferação celular e a diferenciação do 
endométrio? 
9) Qual o papel da proteína X na etiopatogenia das doenças endornetriais? 
Neste trabalho escolhemos quatro proteínas (prolactina, c-los, TGFPl e 
TGFP3) cuja síntese já havia sido demonstrada no endométrio humano, mas 
sobre as quais a maioria das questões acima permanece em aberto. Nossa inves-
tigação se concentrou nas quatro perguntas iniciais, que poderiam ser abordadas 
num único modelo experimental. O enfoque principal recaiu sobre os efeitos 
moleculares do acetato de medroxiprogesterona, um progestogênio derivado da 
progesterona, utilizado no tratamento do sangrarnento uterino disfuncional, 
endometriose, carcinoma de endométrio, além da terapia de reposição hormonal 
e da contracepção. Este modelo experimental pernútiu extrair conclusões não 
apenas sobre o provável papel fisiológico da progesterona natural, mas também 
sobre a farmacologia do progestogênio testado. 
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Endométrio 
Morfologia 
O sistema reprodutor feminino se desenvolve a partir dos duetos parame-
sonéfricos (de Müller) que se fundem por volta da décima semana de gestação, 
dando origem ao útero, tubas uterinas e porção superior da vagina. Esses duetos 
são a princípio revestidos por um epitélio cuboidal simples que, mais adiante, 
adquire a forma colunar e pseudoestratificada. Logo abaixo do epitélio existe 
uma camada de mesênquima que dará origem ao estroma endometrial e à mus-
culatura lisa do útero. A diferenciação embrionária do endométrio se completa 
por volta da vigésima semana de gestação, quando ele passa a ser estimulado 
pelos estrogênios placentários e chega a desenvolver algumas glândulas, inclu-
sive com atividade secretora. Após o nascimento, as estruturas endometriais re-
gridem e permanecem atróficas até a próxima estimulação estrogênica, por 
ocasião da puberdade145. 
O endométrio é constituído por um epitélio de revestimento, um estroma 
conjuntivo com glândulas tubulares que se abrem na superfície e uma membrana 
de colágeno e proteoglicanas que reveste a base das células epiteliais. Os diversos 
tipos celulares que constituem o endométrio têm seu ciclo de proliferação e dife-
renciação regulado de maneira distinta. O epitélio de revestimento, por exemplo, 
possui células ciliadas cuja proporção aumenta sob estímulo estrogênico39, 
enquanto o epitélio glandular responde aos estrogênios aumentando o número 
de mitoses e passando do formato cúbico ao colunar. As células estremais, que 
são fusiformes e proliferam sob estímulo estrogênico no início do ciclo menstrual, 
tomam-se arredondadas e secretam novos produtos quando estimuladas pela 
progesterona. 
Alterações estruturais cíclicas 
No início da fase proliferativa, contada a partir do primeiro dia de fluxo 
menstrual, o endométrio tem uma espessura inferior a 2 mm e a camada superfi-
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cial começa a ser regenerada a partir das células basais, que não sofrem descama-
ção. Nesta fase, o endométrio se caracteriza por glândulas retilíneas, de pequeno 
diâmetro, com epitélio colunar baixo e núcleos redondos situados na base das 
células epiteliais. São observadas figuras de mitose tanto no estroma quanto no 
epitélio glandular. As células estromais profundas são mais agregadas e possuem 
núcleos menores que os das células localizadas na parte mais superficial do es-
troma. 
Na fase proliferativa intermediária aumentam as mitoses estromais, as 
glândulas tomam-se mais largas e abundantes e surge um discreto edema estro-
mal. O epitélio luminar e glandular torna-se mais alto, com aparência nítida-
mente colunar, e o crescimento glandular produz pseudoestratificação dos 
núcleos, uma ilusão de óptica resultante da tortuosidade das glândulas em proli-
feração. A fase proliferativa termina com uma redução nas mitoses estromaís e 
regressão do edema, enquanto a pseudoestratificação nuclear chega ao ponto 
máximo112. 
A primeira alteração morfológica que caracteriza a fase secretora do ciclo 
endometrial é o aparecimento de vacúolos basais no epitélio glandular. Este si-
nal pode ser observado nas primeiras 48 horas após a ovulação, e decorre do 
aumento nos níveis circulantes de progesterona. Com a continuidade do estí-
mulo progestíníco, as células epiteliais aumentam sua atividade secretora e o 
produto da secreção torna-se histologicamente visível na luz glandular. Reapa-
rece o edema estromal, porém agora mais estável e intenso que o da fase prolife-
rativa. O início da fase secretora permite identificar uma zona compacta, mais 
superficial, rica em estroma e com glândulas mais estreitas e retas, seguida pela 
zona esponjosa, de aspecto reticulado, pouco estroma e glândulas tortuosas. 
Abaixo dessas duas camadas - também chamadas de endométrio funcional em 
virtude das transformações ddicas que sofrem - encontra-se a zona basal, con-
tígua ao miométrio e responsável pela regeneração das camadas suprajacentes. 
A fase secretora intermediária caracteriza-se pelo auge do edema estro-
mal, que contribui para uma redução gradativa na espessura do endométrio. 
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Aumenta a vascularização e as arteríolas espiraladas podem ser vistas no corte 
histológico. As glândulas são tortuosas, chegam ao máximo da atividade secre-
tora e restam-lhes poucos vacúolos basais. As células estremais próximas aos va-
sos sangüíneos tornam-se maiores, passam de fusiformes a arredondadas, 
ganham um citoplasma eosinofílico e uma matriz pericelular. Esse conjunto de 
transformações é denominado reação pré-decidual. 
A principal característica do endométrio secretor tardio é a infiltração de 
leucócitos. As glândulas mostram sinais de redução da atividade secretora e o 
estroma se torna mais frouxo, em processo de desintegração. A espessura do en-
dométrio diminui e o edema regride. Na fase perimenstrual ocorre vasoconstri-
ção arteriolar e isquemia nas camadas superficiais, seguida por enfraquecimento 
das paredes vasculares, hemorragia intratecidual, distensão por acúmulo de san-
gue, formação de fissuras, descamação de fragmentos e reabsorção tecidual por 
macrófagos145. 
Alterações estruturais durante a gravidez: decidualização e implantação 
A decídua humana é um tecido especializado derivado do endométrio, 
que começa a se diferenciar durante a fase lútea do ciclo menstrual, preparando o 
ambiente para implantação do blastocisto9. Logo, a decídua também pode ser 
definida como "o endométrio da gestação"118 e o termo célula decidual se aplica 
à célula estromal típica da decídua. Sob influência da progesterona, sinais histo-
lógicos de decidualização (reação pré-decidual) podem ser reconhecidos por 
volta do 8° ao 10° dia após a ovulação112. Se ocorre gravidez, as células deciduais 
proliferam e continuam a passar por transformações morfológicas e funcionais. 
Apesar de um grande número de estudos apontando as características bio-
químicas e estruturais da célula decidual, a seqüência exata dos eventos mole-
culares que caracterizam a diferenciação da decídua permanece desconhecida37. 
A decidualização do endométrio humano se completa por volta do quinto 
dia após a implantação do blastocisto64 . Uma perfeita sincronia entre o desen-
volvimento do embrião e a decidualização do endométrio é requisito 
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indispensável para a implantação embrionária normal. A experiência acumulada 
com o advento das técnicas de fertilização assistida tem revelado que na espécie 
humana a "janela" de implantação, período no qual o endométrio é receptivo ao 
blastocisto, tem duração aproximada de três dias e corresponde ao 16°-19° dias 
do ciclo induzido artificialmente106. A análise ultraestrutural do epitélio luminar 
do útero humano na época da implantação revela a proeminência de células 
ovóides, com microvilosidades espessas e a superfície celular coberta por gotí-
culas. Por volta do sexto dia após a ovulação, os microvilos e as gotículas dão 
lugar a protusões a picais chamadas "pinópodos", que por sua vez desaparecem 
na altura do nono dia, deixando o epitélio com aspecto poligonal e revestido por 
microvilosidades finas145. 
A decídua continua a se desenvolver ao longo da gravidez, adquirindo 
uma configuração de mosaico com limites celulares bem definidos, graças ao 
acúmulo pericelular de matriz rica em laminina. Os produtos de secreção da de-
cídua são lançados no sangue e no líquido amniótico a partir do segundo trimes-
tre da gestação. Próximo do termo, as glândulas deciduais começam a atrofiar e 
escassear 145. 
Alterações funcionais cíclicas 
O endométrio passa por alterações cíclicas da concentração de receptores 
hormonais, da atividade de enzimas esteroidogênicas e proteolíticas, assim como 
da secreção de eicosanóides, mucinas, proteínas carreadoras, citocinas e prolacti-
na (PRL). O endométrio também é local de síntese e alvo da ação de fatores de 
crescimento e protooncogenes, que têm sua expressão modulada por esteróides 
sexuais durante o ciclo menstrual, como se verá mais adiante. 
Os receptores estrogênicos aumentam durante a fase folicular e diminuem 
após a ovulação, refletindo o efeito supressor da progesterona47,l62. Já os recepto-
res de progesterona têm sua síntese estimulada pelo estradiol e atingem a con-
centração máxima durante o período periovulatório, quando predominam no 
núcleo das células epiteliais145. Durante a fase secretora, a progesterona inibe a 
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síntese do seu receptor em todo o endométrio, com exceção das células estremais 
decidualizadas122. Esta particularidade parece estar relacionada a alterações 
enzimáticas próprias da decidualização, que resultam no aumento da disponibi-
lidade intracelular de estradioPO. 
A atividade de enzimas que modulam a concentração intratissular de es-
tradiol varia consideravelmente durante o ciclo menstrual. O estradiol captado 
do meio extracelular pode ser convertido em estrona pela 17 P-hidroxiesteróide 
desidrogenase, ou em derivados sulfatados pela sulfotransferase. Essas reações 
de inativação do estradiol são estimuladas pela progesterona, sendo portanto 
mais proeminentes na fase lútea do ciclo menstrual145. No sentido oposto, sulfato 
de estrona (o estrogênio mais abundante na circulação) é captado pelas células 
endometriais e convertido pela sulfatase em estrona livre, que por sua vez é 
convertida em estradiol pela enzima 17 P-hidroxiesteróide oxirredutase (17P 
HOR). Essas reações que convertem estrogênio inativo em estradiol são 
particularmente intensas nas células estromais decidualizadas, devido ao aumen-
to na atividade de sulfataselO. Diferenças na concentração local de estradiol entre 
os diversos tipos celulares do endométrio explicam a resposta aparentemente 
paradoxal de algumas células às flutuações dos níveis de estradiol na circulação. 
Os mecanismos celulares e moleculares que conduzem à desintegração do 
endométrio e à menstruação ainda são desconhecidos, apesar da seqüência de 
eventos histológicos estar bem caracterizada. A participação de enzimas proteo-
líticas lisossomais63 e de serinoproteinases ativadoras do plasminogênio87 foi 
sugerida há quase 30 anos com a demonstração de que essas enzimas têm sua 
atividade aumentada no endométrio menstrual, mas estudos posteriores não 
comprovaram relação causal entre o aumento das enzimas e o início da menstru-
ação. Recentemente, surgiram evidências da participação de metaloproteinases 
no processo de desintegração da matriz extracelular do endométrio menstrual. 
Estudos in vitro mostraram que a progesterona inibe a síntese das metaloprotei-
nases estromelisina-1136 e matrilisina lS por células endometriais em cultura, 
sugerindo que a queda nos níveis de progesterona na fase lútea tardia poderia 
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favorecer a atividade dessas enzimas proteolíticas. 
Produtos secretados pelo endométrio e decídua 
A secreção de prostaglandinas (PG) pelas células do epitélio endometrial 
in vitro é estimulada por estrogênio e inibida por progesterona. Entretanto, do-
sagens de PGE2 e PGF2a no lavado ou no sangue venoso uterino indicam que as 
maiores concentrações correspondem à fase secretora tardia145. É possível que 
isso reflita não o estímulo progestogênico da fase secretora mas exatamente are-
dução pré-menstrual da secreção de progesterona pelo corpo lúteo. Outra hipó-
tese é que a secreção endometrial de PG seja simultaneamente regulada por 
citocinas e hormônios peptídicos, como o hormônio liberador de corticotrofina 
(CRH)32,117. A incubação de células endometriais com endotelina-1 também 
resulta na liberação de PGF2a em função de maior atividade das enzimas fosfoli-
pase A2 e fosfolipase Cl. Além das PG, que derivam do ácido araquidônico pela 
via da ciclo-oxigenase, o endométrio sintetiza ácidos hidroxieicosatetranóicos 
(HETE) e leucotrienos (LT) pela via da lipoxigenase145. A função desses eicosa-
nóides no ciclo menstrual não está bem estabelecida, mas sua secreção pela decí-
dua parece estar relacionada ao início do trabalho de parto167. 
As mucinas são glicoproteínas de alto peso molecular que contêm muco-
polissacarídeos ácidos e são secretadas pelas glândulas endometriais durante a 
fase lútea intermediária. O epitélio luminar produz uma proteína ligadora que 
capta imunoglobulina A da circulação e a transporta através da célula epitelial 
até sua borda apical, liberando IgA na cavidade uterina. Essa proteína tem sua 
síntese aumentada sob ação da progesterona145. A proteína endometrial asso-
ciada à progesterona (PEP) é uma glicoproteína dimerizada produzida princi-
palmente no epitélio glandular, mas também nas células deciduais77. 
Inicialmente isolada da placenta e chamada de proteína placentária 14 (PP-14), a 
PEP pode estar envolvida no fenômeno da tolerância imunológica da gravidez, 
pois tem efeito imunossupressor145. O endométrio também secreta a 2-
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macroglobulina, uma glicoproteína inibidora de proteases, que predomina no 
estroma da camada compacta durante a fase secretora do ciclo menstruaP35. 
Proteínas ligadoras de IGF (IGFBPs) também são produzidas no endomé-
trio e modulam a biodisponibilidade local dos fatores de crescimento IGF-I e 
IGF-II, exercendo assim efeito antiproliferativo indireto44. A síntese de IGFBP-1 é 
particularmente detectada em células estromais decidualizadas, sendo estimu-
lada pela progesterona e inibida pela insulina5l,l6l. Dispositivos intra-uterinos 
(DIU) medicados com levonorgestrel estimulam a secreção endornetrial de 
IGFBP-1, efeito este não obtido com DIU de cobre nem com progestogênio de 
depósito subcutâneo116. A secreção de IGFBP-1 pela decídua é regulada de forma 
complexa e parece influir no processo de implantação embrionária e no controle 
da invasão trofoblástica37. 
Citocinas são peptídeos ou glicoproteínas que exercem efeito regulador 
sobre urna grande variedade de tecidos, inclusive sobre o sistema hernato-
poiético138. O endométrio humano é local de intensa produção de citocinas, e é 
também sítio de ação de um grande número delas149. Dentre as citocinas identi-
ficadas no endométrio incluem-se fator de necrose turnoral (TNF)-a., inter-
leucinas (IL)-1a., 1P e 6, peptídeo antagonista do receptor de interleucina (IRAP) e 
fator estimulador de colônias (CSF)-1. No início do ciclo, a concentração de 
mRNA do TNF-a. predomina no epitélio glandular, mas na fase proliferativa 
intermediária encontra-se sinal de hibridização do mesmo mRNA também nas 
células estrornais71 . A expressão citoplasmática difusa de IL-la. e IL-6 durante a 
fase proliferativa contrasta acentuadamente com a expressão luminar que se 
observa durante a fase secretora do ciclo rnenstruaP50. A distribuição abundante 
de citocinas no endométrio humano ao longo de todo o ciclo menstrual sugere 
que vários aspectos funcionais do endométrio, corno crescimento, síntese pro-
téica e decidualização podem ser modulados por citocinaslSO. 
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Prolactina endometrial 
O produto de secreção que melhor identifica o endométrio em processo de 
decidualização é a PRL. Estudos feitos com imuno-histoquímica82,173 ou hibridi-
zação in situ151·152 revelaram a presença de PRL e do seu mRNA especificamente 
na célula estromal decidualizada. Experimentos com células estremais mantidas 
em cultura mostraram que a síntese e a secreção de PRL se correlacionam dire-
tamente com as transformações morfológicas características da deciduali-
zação148,l72. Já as células do epitélio glandular não secretam PRL no meio de 
cultura mesmo após estímulo hormonal prolongadol24. 
A PRL decidual é idêntica à hipofisária na sua estrutura, propriedades 
imunogênicas e atividade biológica l59, porém é regulada por mecanismos dife-
rentes e independentes daqueles que regulam a secreção de PRL pela hipófise. 
Por exemplo, ao contrário do que se passa na hipófise, a secreção de PRL endo-
metrial não é estimulada por estradioF0,74 ou hormônio liberador de tireotrofina 
(TRH)53 nem é inibida por dopamina ou bromocriptina53. O mRNA da PRL 
transcrito no endométrio e decídua possui uma seqüência não-traduzida de 
tamanho variável na extremidade 5', inexistente no mRNA transcrito pela hipó-
fise33. Essa diferença indica que a regulação gênica e o sítio de início da trans-
crição da PRL variam de um tecido para outro65. A célula decidual não armazena 
PRL em grânulos de secreção, como é usual para os hormônios protéicos, mas 
libera a PRL logo após a síntese, num processo que independe do cálcio 
extracelular96. 
Durante a fase secretora do ciclo menstrual, a presença contínua de níveis 
mais elevados de progesterona na circulação induz a secreção de PRL endome-
trial82,99. A progesterona (ou um progestogênio) também é indispensável para 
que ocorra secreção de PRL por células estremais cultivadas28,70. Seu estímulo é 
proporcional à dose e tem efeito cumulativo ao longo do tempo124. O efeito da 
progesterona sobre a secreção de PRL parece ser uma conseqüência da diferenci-
ação celular e não um efeito direto do esteróide sobre a transcrição gênica da 
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PRL. Isso porque, à medida que se diferenciam e secretam mais PRL, as células 
deciduais possuem menos receptores de progesterona e estão, portanto, menos 
expostas ao estímulo progestogênico subseqüente168. Outra evidência indireta é a 
demonstração de que a região reguladora do gene da PRL, embora possua um 
sítio de ligação para o receptor de progesterona, não tem sua transcrição aumen-
tada pelo receptor ativado in vitrcftB. 
Além da progesterona, diversos outros hormônios, fatores de crescimento 
e citocinas modulam a expressão de PRL endometrial9. Relaxina estimula a sín-
tese e secreção de PRL pelas células estromais decidualizadas, atuando de forma 
sinérgica com um agonista da progesterona70,l61,177. O mecanismo de ação da 
relaxina não está bem esclarecido, mas há indícios indiretos de que seja mediado 
por monofosfato de adenosina cíclico (cAMP). Este nucleotídeo, que atua corno 
segundo mensageiro da relaxina em outras células alvo, também induz a secre-
ção de PRL por células estrornais de forma sinérgica com o estímulo progestogê-
nico153. O fator de crescimento epidérmico (EGF) estimula a proliferação de 
células estrornais do endométrio proliferativo e potencializa o efeito da progeste-
rona sobre a secreção de PRL após a decidualização in vitrcl4; porém, células da 
decídua materna liberam menos PRL à medida que aumenta a concentração de 
EGF no meio de cultura 131 . A secreção de PRL endometrial é estimulada por IGF-
Jl57 e insulina de forma dose-dependente, sendo que a insulina atua por 
intermédio do seu próprio receptor158. A prostaglandina E2 acelera a diferencia-
ção das células estrornais in vitro e, conseqüentemente, potencializa o efeito do 
progestogênio sobre a liberação de PRL 43. A gonadotrofina coriônica humana 
(hCG) também estimula a secreção de PRL decidual e este efeito é, curiosamente, 
exercido pela subunidade alfa11 . Testosterona e diidrotestosterona podem esti-
mular, de forma dose-dependente, a secreção de PRL em cultura de células es-
tromais105. O efeito dos androgênios parece ser sinérgico ao da progesterona e 
pode ser parcialmente revertido pela flutarnida, um antagonista do receptor 
androgênicolOS. No grupo das substâncias que inibem a secreção de PRL endo-
metrial destacam-se a interleucina-1 (que também retarda a diferenciação mor-
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fológica da célula estrornal)79, a lipocortina-1 (urna proteína ligadora de 
fosfolípides que inibe a síntese de prostaglandinas)119, a endotelina-1 (que inibe 
inclusive a secreção de PRL estimulada por insulina e IGF-1)19 e o TNF-a75. A 
ativação da proteína quinase C e o aumento do cálcio intracelular inibem a secre-
ção de PRL decidual por algum mecanismo independente da hidrólise de fosfa-
tidilinositol89. 
Durante toda a gestação a decídua sintetiza PRV51.173, que é transportada 
através das membranas fetais (córion e ârnnion) e liberada no líquido arnnió-
tico128. A concentração de PRL no líquido arnniótico aumenta em paralelo com a 
síntese e secreção de PRL pela decídua e atinge o ponto máximo por volta do 
sexto mês de gravidez6,172. As concentrações de PRL no sangue periférico, ao 
contrário, aumentam gradativamente ao longo de toda a gestação e atingem o 
ponto máximo no terrno164. Além de estar submetida a urna regulação inde-
pendente, a decídua não secreta PRL na circulação materna em quantidade sufi-
ciente para influenciar as concentrações do hormônio no sangue periférico9. A 
difusão de PRL decidual para a circulação periférica é improvável especialmente 
na época do parto, quando os níveis de PRL no sangue placentário não superam 
significativamente os níveis encontrados na circulação rnaterna42. 
As funções da PRL decidual ainda são pouco conhecidas. Ela poderia 
atuar corno rnodulador irnunológico6, acelerar a maturação pulmonar fetaF6, 
influenciar o transporte de água e eletrólitos através do âmnion163 ou modular a 
excitabilidade do rniornétrio. Contudo, essas e outras hipóteses para o papel 
fisiológico da PRL decidual permanecem meramente especulativas9,61. 




O principal estrogênio de origem ovariana é o estradiol. Uma vez liberado 
no sangue, o estradiol se liga com grande afinidade à globulina transportadora 
de hormônios sexuais (SHBG) e com menor afinidade à albumina. Como apenas 
o hormônio livre (cerca de 3% do estradiol circulante) é biologicamente ativo, a 
concentração plasmática de SHBG influencia decisivamente a disponibilidade de 
estradiol nos tecidos alvo e, conseqüentemente, seus efeitos biológicos. A síntese 
hepática de SHBG e outras proteínas ligadoras de hormônios é estimulada pelo 
estradiol e tiroxina e inibida por androgênios e progestogêniosss. Desse controle 
resultam fenômenos fisiológicos, como o aumento na tiroxina total durante a 
gravidez (compensado pelo aumento da TBG), e patológicos, como o aumento da 
fração de testosterona livre em mulheres hiperandrogênicas (devido à diminui-
ção da SHBG)93,141. 
Os estrogênios atuam por meio de receptores intracelulares, presentes em 
pequena concentração mas capazes de se ligar ao esteróide com grande especifi-
cidade e estabilidade. A ligação com o hormônio produz uma mudança na con-
formação espacial do receptor, que se dissocia das proteínas nucleares e torna-se 
biologicamente ativo. O complexo hormônio-receptor forma homodímeros que 
se ligam a elementos responsivos capazes de ativar ou inibir a transcrição de de-
terminados genes55. 
O estradiol é metabolizado em estrona, que posteriormente é convertida 
em 16a-hidroxiestrona e estriol, ou em catecol estrogênios que são convertidos 
em metoxiestrona pela catecol-orto-metiltransferase. A estrona e o estriol restan-
tes são conjugados no fígado com sulfato e glucuronato, respectivamente; estes 
compostos são mais hidrossolúveis que os esteróides e podem ser excretados 
pelos rins. 
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Efeitos do estradiol sobre a proliferação celular 
O estradiol estimula o crescimento e a renovação de tecidos tão diversos 
como hipófise127, mama95, peleS, cartilagem epifisária55, mucosas genitais55 e 
útero140,t42. 
O exemplo mais característico do efeito rnitogênico do estradiol é o cres-
cimento que ele induz no útero de rnarníferos143. Já no ano de 1900, Knauer pu-
blicou a primeira evidência experimental da existência de um hormônio ova-
riano, ao demonstrar que o autotransplante de ovário prevenia a atrofia uterina 
resultante da castração em cobaias86. Estudos subseqüentes de Sockard & Pa-
panicolau sugeriram que urna substância hormonal produzida pelo ovário regu-
laria as alterações observadas no trato genital da cobaia durante o ciclo estrai144. 
A partir do isolamento da estrona, em 1923, os estrogênios foram identificados, 
purificados e tiveram sua ação rnitogênica bem caracterizada2. Experimental-
mente, a administração de doses mínimas de estradiol (inferiores a 1 J.Lg) duplica 
em 24 horas o peso uterino de ratas imaturas ou castradas. O aumento de massa 
é acompanhado por aumento no conteúdo de RNA, DNA e proteínas, caracteri-
zando hipertrofia e hiperplasia uterina140,l43. A sensibilidade dos diversos tipos 
celulares ao estrogênio varia com o grau de maturidade sexual. Em animais pré-
púberes, estradiol produz hiperplasia do epitélio luminar e glandular, estroma e 
rniornétrio84, mas na rata adulta castrada o efeito rnitogênico se concentra apenas 
no epitélio glandular25. Um padrão ontogênico semelhante é observado na espé-
cie humana, que responde ao estrogênio com hiperplasia do rniornétrio apenas 
no período puberalss. 
Os mecanismos envolvidos no estímulo rnitogênico do estradiol sobre o 
útero não estão inteiramente esclarecidos. Considerando a magnitude e a rapidez 
da resposta, é provável que algum mecanismo intracelular amplifique o sinal 
proveniente da interação inicial entre o estrogênio e seu receptor. A hipótese 
mais atraente é que o estradiol estimule a transcrição rápida de genes regulado-
res, que por sua vez coordenariam a expressão dos genes diretamente envolvidos 
no comando da divisão celular143. Não se trata de uma simples cascata de 
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eventos, mas de uma rede complexa de fatores de crescimento, protooncogenes, 
proteases e citocinas (Fig. 1-1). 
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fatores de crescimento 
Mecanismos potencialmente envolvidos na amplificação do estímulo estrogênico so-
bre a proliferação celular in vivo. O complexo hormônio-receptor (ER) liga-se a ele-
mentos responsivos (ERE) e ativa a transcrição de fatores de crescimento (com 
efeito autócrino e parácrino), de receptores para estes fatores de crescimento e de 
protooncogenes como c-myc e c-fos. Os protooncogenes estimulam a transcrição de 
outros genes atuando tanto diretamente como em sinergismo com o complexo estro-
gênio-receptor. Proteases que têm sua síntese estimulada pelo estrogênio ativam ou 
liberam fatores de crescimento "seqüestrados" na matriz extracelular. Fatores 
angiogênicos, quimiotáticos e vasoativos facilitam o acesso de fatores de crescimento 
circulantes, além de células sangüíneas que também produzem fatores de cresci-
mento. Adaptado de Murphy & Murphy1o3. 
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Todas essas proteínas servem corno pontos de amplificação, retrocontrole 
e modulação do sinal estrogênico, onde outras moléculas podem influenciar o 
efeito final do estrogênio sobre a proliferação celular. Corno esse processo 
envolve interações entre células vizinhas, sua reprodução in vitro é substancial-
mente limitada em função da perda da arquitetura tissular103. Além dos efeitos 
intracelulares, o estrogênio aumenta o fluxo de sangue no útero, favorecendo o 
aporte de nutrientes e fatores de crescimento circulantes, assim corno a infiltração 
de células sangüíneas que também secretarn fatores de crescimento103. 
Progesterona 
A progesterona é assim denominada por ser o hormônio chave da gravi-
dez. Seus efeitos sobre o endométrio são fundamentais para que o embrião possa 
se alojar e desenvolver na cavidade uterina. Por ser produzida essencialmente no 
corpo lúteo, a progesterona sinaliza a ocorrência da ovulação e produz muitas 
das transformações cíclicas que acompanham as mulheres ovulatórias. A libera-
ção de progesterona pelo corpo lúteo é influenciada por diversos hormônios e 
citocinas. O principal estímulo é exercido pelo LH, que se liga aos receptores de 
membrana nas células da granulosa luteinizadas e ativa a produção de cAMP, 
seu segundo rnensageiro97. A regulação fina envolve também a participação de 
FSH, PRL, prostaglandinas, ativina e folistatina56. 
O transporte da progesterona no sangue é feito pela transcortina, a mesma 
globulina que carreia os corticosteróides. Transportadores específicos de proges-
terona foram identificados no fluido uterino de coelhas (uteroglobulina) e em 
cobaias prenhas (proteína ligadora de progesterona)36,100. 
O receptor de progesterona pertence a urna grande família de proteínas 
reguladoras de transcrição gênica ativadas por ligantes, que também inclui re-
ceptores para os outros hormônios esteróides, retinóides, hormônio tireoidiano e 
vitamina D. O receptor biologicamente ativo é um dírnero em cuja composição 
podem participar duas variedades de proteína, denominadas "PR A" e "PR B". 
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Ambas são codificadas pelo mesmo gene e se diferenciam por 164 aminoácidos 
aminoterminais presentes apenas na variedade BBO. A ligação da progesterona ao 
domínio específico localizado na região carboxiterminal do receptor produz um 
complexo (receptor dimerizado e duas moléculas de progesterona) que se liga a 
elementos responsivos na região reguladora dos genes alvo, ativando ou repri-
mindo a transcrição gênica56. 
A progesterona é metabolizada em esteróides ativos (corticosteróides, es-
trogênios ou androgênios) ou inativos (pregnanolona e pregnanediol). Estes úl-
timos são produzidos no fígado pela ação de redutases (Sa-redutase, nos 
microssomos, e sp-redutase, no citoplasma) que quebram as duplas ligações do 
anel A e introduzem um hidrogênio no carbono 5. Após a redução, que gera 
subprodutos inativos, segue-se a conjugação com glucosiduronidato, catalisada 
pela sulfotransferase, que resulta em compostos hidrossolúveis, passíveis de 
excreção urinária. 
Efeitos da progesterona sobre a proliferação e diferenciação de tecidos alvo 
Os efeitos da progesterona sobre a proliferação celular são muito diversifi-
cados. Eles variam de um tipo celular para outro no útero e mama de um mesmo 
animal, enquanto o mesmo tipo celular, em espécies animais distintas, responde 
diferentemente à progesterona ao longo do ciclo reprodutivo26,102. Quando induz 
proliferação celular, a progesterona o faz de modo transitório, autolimitado, 
apenas preparando o tecido para a diferenciação. Este efeito pode ser observado 
na camada funcional do endométrio secretor tardio38 e na glândula mamária56. 
O efeito predominante da progesterona sobre o útero é inibir a prolifera-
ção induzida por estrogênio. O estímulo estrogênico durante a fase folicular do 
ciclo menstrual produz intensa atividade proliferativa nas glândulas e no es-
troma endometrial, mas as mitoses desaparecem com a elevação pós-ovulatória 
dos níveis de progesterona38. Esta observação histológica é corroborada pela 
dosagem de DNA em amostras de endométrio ao longo do ciclo menstrual91 e 
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em pacientes menopausadas que fizeram reposição hormona!170. A progesterona 
inibe a expressão do receptor estrogênico no endométrio humano47,162 e no 
miométrio da rata69, e estimula a atividade de estradiol desidrogenase e sulfo-
transferase, reduzindo a disponibilidade intracelular de estrogênio ativol6,137. 
Além disso, a progesterona atua nos próprios elementos promotores responsivos 
ao estrogênio, inibindo a transcrição gênica. Experimentos recentes demons-
traram que este efeito independe da ligação do complexo progesterona-receptor 
ao DNA, sugerindo que o receptor de progesterona seqüestraria parte dos fatores 
de transcrição utilizados pelo receptor de estrogênio88. 
A progesterona induz a diferenciação do endométrio, caracterizada pela 
atividade secretora das glândulas e pela decidualização dos "fibroblastos" es-
tremais. Sob efeito progestogênico, as células endometriais sofrem diferenciação 
terminal, isto é, adquirem funções especializadas e perdem a capacidade de se 
multiplicar26. Juntamente com a diferenciação morfológica, a progesterona induz 
a síntese e secreção de substâncias que preparam o endométrio para a implanta-
ção do blastocisto. Glicogênio, PRL e proteínas da matriz extracelular estão entre 
elas. 
A síntese e secreção de glicogênio pelas glândulas endometriais é indu-
zida pela progesterona in vitro e aumenta dramaticamente na fase secretora do 
ciclo menstruat refletindo aumento de atividade das enzimas glicogênio sinte-
tase e glicogênio fosforilase26,l39. A secreção de PRL endometrial é característica 
da fase secretora do ciclo menstrual82,99 e necessita do estímulo contínuo da pro-
gesterona para prosseguir28,70,124. O efeito da progesterona sobre a secreção de 
PRL em cultura de células estremais é dose e tempo-dependente124 e pode ser 
revertido pela adição de mifepristona, o que sugere um mecanismo de ação 
dependente do receptor progestínico70. Quanto às proteínas da matriz extra-
celular, a progesterona inibe a síntese de estromelisina-1 no estroma endome-
triaC num efeito dependente da pré-exposição a estrogênio e reversível pelo 
antagonista mifepristona136. A progesterona também inibe a secreção de matri-
lisina por células do epitélio endometrial humano mantidas em cocultura com 
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células estromais, sendo este efeito revertido por um anticorpo anti-TGFpls. 
Estromelisina-1 e matrilisina são metaloproteinases, enzimas envolvidas na de-
gradação de componentes da matriz extracelular e na remodelação de tecidos. A 
progesterona também estimula a síntese de uma proteína anti-angiogênica no 
estroma endometrial, a trombospondina-172. 
Progestogênios 
Os progestogênios são esteróides que mimetizam os efeitos da progeste-
rona. Um composto é considerado progestogênio quando é capaz de transformar 
o endométrio proliferativo em secretor. Com base neste conceito, novas drogas 
têm sua ação progestogênica testada em bioensaio padronizado, utilizando en-
dométrio de coelhas imaturas. O único progestogênio natural de importância 
biológica é a própria progesterona. Os progestogênios sintéticos se dividem em 
duas fami1ias, derivadas da 17-0H progesterona e da 19-nortestosterona, respec-
tivamente. 
O acetato de medroxiprogesterona (MP A) é um progestogênio derivado 
da 17-0H progesterona, ativo tanto por via oral quanto parenteral (Fig. 1-2). 
Comparado a outros progestogênios, o MP A é altamente seletivo - menos andro-
gênico e mais luteomimético. Sua potência é superior à da progesterona natural 
quanto à capacidade de diferenciar as células endometriais in vitrcfJO ou in vivcJ33. 
Administrado por via oral, o MP A tem meia-vida inicial de 1,4 hora e final 
de 20 a 30 horas, contrastando com a progesterona natural que tem meia-vida de 
apenas St:nir).. O pico de concentração plasmática é atingido com 1 a 2 horas e os 
níveis terapêuticos são mantidos estáveis quando se administra a mesma dose a 
cada 24 horas17. Quando se interrompe o tratamento após múltiplas adminis-
trações por via oral, os níveis plasmáticos de MP A decaem com meia-vida de 
aproximadamente 30 horasiB. Assim como ocorre com a progesterona natural, o 
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Estrutura química do acetato de medroxiprogesterona e seus precursores. O grupos 
metil no carbono 6 e acetoxi no carbono 17 tornam o composto mais estável que a 
progesterona natural. 
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Fatores de crescimento e protooncogenes 
Neste tópico abordaremos alguns aspectos fisiológicos dos principais fato-
res de crescimento e protooncogenes identificados no endométrio humano, com 
ênfase na sua localização histológica, relação com o ciclo menstrual, efeitos locais 
(parácrinos e autócrinos) e interação com esteróides sexuais. 
Insulina, IGF-I, IGF-II e IGFBPs 
O endométrio possui receptores para insulina e IGF-J158. A insulina circu-
lante liga-se a esses receptores e parece exercer um papel modulador sobre a 
proliferação e diferenciação das células endometriais, regulando particularmente 
a secreção de IGFBPs51,73. 
Ao contrário da insulina, que tem sua expressão restrita a pouquíssimos 
sítios além do pâncreas, IGF-I e IGF-11 são sintetizados por uma grande varie-
dade de tecidos, incluindo o endométrio, onde exercem efeitos parácrinos57. A 
síntese de IGF-1 no endométrio humano predomina na fase proliferativa e é de-
tectada somente até o início da fase secretora. A expressão gênica de IFG-11 pode 
ser identificada no endométrio durante todo o ciclo menstrual, mas é muito acen-
tuada a partir da fase secretora intermediária50,52. A síntese de IGF-I e IGF-11 no 
útero da rata é fortemente estimulada pela adrrúnistração de estradiol50,104; o 
efeito da progesterona não está suficientemente bem caracterizado, mas há indí-
cios tanto de estímulo quanto de inibição da síntese uterina de IGF-I, depen-
dendo da espécie animal57. Em cultura de células estromais, IGF-I e IGF-11 tem 
um efeito bifásico em função da dose. Em baixas concentrações, estimulam a 
secreção de IGFBP-1, mas em concentrações elevadas inibem a secreção de 
IGFBP-1 e induzem proliferação celular73. O papel fisiológico mais provável dos 
IGFs no endométrio é atuar como mediadores dos esteróides no controle da 
proliferação celular, diferenciação decidual e implantação37,so. 
Receptores de IGF do tipo I e 11 estão presentes no endométrio e no rrúo-
métrio. A concentração do receptor tipo I no útero da rata é influenciada pelo ci-
CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 22 
--------------------------~~~-----------------
elo estral49, mas a síntese e a expressão dos dois tipos de receptor no endométrio 
humano não variam significativamente ao longo do ciclo rnenstruai37,57,176. Em 
cultura de glândulas endornetriais humanas, observou-se um aumento de 50% na 
concentração de receptores para IGF-I (estimada por binding) quando as células 
foram estimuladas com progesterona durante 10 dias, em contraste com o 
estradiol, que não produziu qualquer efeito126. 
Um fator que aumenta a complexidade do sistema IGF são as IGFBPs, pro-
teínas ligadoras de alta afinidade que competem com o receptor de IGF pelo li-
gante e assim modulam o efeito final do IGF-I e IGF-II. Seis tipos de IGFBP já 
foram caracterizados e todos eles são produzidos pelo endométrio, com diferen-
tes padrões de expressão ao longo do ciclo rnenstruaP76. A síntese de IFGBP-1 é 
detectada somente no endométrio secretor e apresenta um padrão histológico 
focal, com rnRNA presente tanto no estrorna corno no epitélio51,176. As outras 
proteínas ligadoras, com exceção da IGFBP-5, também são sintetizadas em maior 
quantidade durante a fase secretora do ciclo rnenstruaP76. Esse padrão é pro-
vavelmente imposto pela progesterona, corno sugerem os experimentos com cul-
tura de células estrornais, em que a progesterona estimula a secreção de IGFBP-
151. A regulação desta proteína é tão precisa que alguns autores demonstraram a 
possibilidade de usá-la corno marcador de resposta endornetrial à terapia de 
reposição hormonal no clirnatério146,147. 
EGFe TGF-a 
O primeiro fator de crescimento a ser descoberto27 e o mais bem estudado 
até o momento é o fator de crescimento epidérmico (EGF). Síntese, secreção e 
efeitos biológicos do EGF são observados numa grande variedade de tecidos, 
inclusive no sistema reprodutor50,101. Especificamente no endométrio humano, 
estudos com imuno-histoquímica demonstraram a presença de EGF durante todo 
o ciclo rnenstrual20,66,l21 . O peptídeo foi identificado tanto no estrorna corno no 
epitélio luminar e glandular, mostrando um possível aumento de expressão na 
fase secretora66 que não foi confirmado por estudos posteriores20,121 . Mais 
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recentemente, demonstrou-se a presença de mRNA do EGF e EGF-R em biópsias 
de endométrio e decídua59, em homogenatos de útero e ovário fetais174, em cul-
tura de células do miométrio e de miomas uterinos175 e em células estremais 
decidualizadas in vitro132 . O endométrio contém uma quantidade expressiva de 
EGF-R, cuja expressão parece ser controlada pelos esteróides sexuais. Embora a 
imunocoloração para EGF-R no endométrio não apresente grandes variações 
cíclicas20, a concentração e afinidade desses receptores, determinadas por estudos 
de binding, são muito maiores durante a fase proliferativa12. Entretanto, o exato 
papel do estradiol e da progesterona na regulação do EGF-R ainda não foi 
esclarecido. Em cultura de células o estradiol parece reduzir a concentração 
desses receptores, o que poderia ser explicado pelo aumento na secreção do 
próprio EGF e a conseqüente contrarregulação (down regulation)S0,126. A princi-
pal função do EGF no útero e na vagina é potencializar o estímulo do estrogênio 
sobre a proliferação celular74,108,131. 
A síntese de TGFa no endométrio humano foi demonstrada pela primeira 
vez com o auxílio de uma técnica ultra-sensível, a dupla amplificação por reação 
em cadeia de polimerase (nested RT-PCR). O fragmento de cDNA obtido apre-
sentava exatamente a seqüência conhecida do TGFa humano59. Apesar da trans-
crição em pequena escala, o TGFa pode ser facilmente identificado no en-
dométrio em todas as fases do ciclo menstrual por meio de imuno-histoquí-
mica67. A mesma técnica permitiu a localização de TGFa na decídua e no 
trofoblasto, especialmente durante o primeiro trimestre gestacional67. A injeção 
de estradiol aumenta a transcrição do gene do TGFa no útero de animais ovari-
ectomizados14,l09, mas a regulação da síntese de TGFa pelos esteróides sexuais 
no endométrio humano ainda não foi bem caracterizada57. Assim como o EGF e, 
atuando sobre o mesmo receptor, o TGFa atua como mediador do efeito prolife-
rativo do estrogênio sobre o úterol09. 
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Outros Fatores de Crescimento (PDGF, FGF) 
O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é um potente esti-
mulador de mitoses em cultura de células mesenquimaisSO. Em cultura de células 
estromais, a adição de PDGF não tem efeito isolado, mas potencializa o efeito 
proliferativo dos esteróides sexuais74. Imunorreatividade para PDGF-AB foi 
demonstrada no endométrio humano, ficando sua expressão restrita às células 
estremais e sem variação ao longo do ciclo menstrual20. Observou-se também 
imunocoloração para o receptor PDGF-P no epitélio e no estroma. A coloração foi 
mais intensa durante a fase proliferativa, particularmente nas células estromais20. 
Esses dados sugerem que o PDGF seja mais um fator mitogênico a amplificar o 
sinal do estrogênio no endométrio. 
O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) é uma proteína angiogênica 
que parece estar envolvida no processo de vascularização do endométrio normal 
e patológico41,54,60, bem como no processo de invasão trofoblástica durante o 
primeiro trimestre da gravidez40. Durante o ciclo menstrual não se observam 
variações significativas na síntese ou secreção de FGF ácido ou básico no endo-
métrio41. A imunocoloração para ambas as formas de FGF se concentra no epité-
lio glandular e pode ser observada igualmente em tecido endometrial ectó-
pico41,54. A secreção de FGF básico é estimulada por estradiol e inibida por 
progesterona em células endometriais neoplásicas123. Apesar do seu potente 
efeito mitogênico sobre células estremais normais em cultura74, a importância do 
FGF como indutor de multiplicação celular e neovascularização no endométrio 
humano ainda não foi suficientemente comprovadaso. 
Fator de Crescimento "Transformante" beta (TGF/3) 
O fator de crescimento que exerce funções mais complexas e aparente-
mente paradoxais é o TGFp. Identificado com o processo de diferenciação celular 
em vários tecidos, o TGFP pode ser tanto indutor como inibidor de cresci-
mentoSO. Sua participação parece ser fundamental no processo de cicatrização e 
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reconstituição de tecidos lesados13. O primeiro TGFP foi isolado em 1981 e des-
crito como um fator capaz de estimular o crescimento de fibroblastos renais de 
rato cultivados em ágar, diferenciando-se do TGF até então conhecido (TGFa) 
pelo fato de não competir com o EGF pelo mesmo receptor129. Purificado e ca-
racterizado bioquimicamente nos anos seguintes, o TGFP teve seu cDNA clonado 
e seqüenciado em 1985 a partir de várias linhagens celulares malignas, de linfóci-
tos periféricos normais e também a partir da placenta30. Entre 1987 e 1988, quatro 
equipes independentes identificaram dois novos tipos de TGFp, que foram res-
pectivamente denominados TGFP229,94 e TGFp33l,l56, fazendo com que o TGFP 
originalmente descrito passasse a ser denominado TGFP 1. Dois tipos adicionais 
de TGFP foram descritos posteriormente, mas apenas em animais não 
mamíferos57. O receptor de TGFP é o mesmo para todas as isoformas e está pre-
sente numa grande variedade de tecidosSO. 
A síntese de TGFP no sistema reprodutor está associada ao controle inibi-
tório da proliferação celular. Em células mamárias neoplásicas positivas para 
receptor estrogênico, a transcrição gênica de TGFP2 e TGFp3, mas não de TGFP1, 
é inibida pelo estradiol após dois dias de incubação4. O crescimento da linhagem 
MCF-7 de células malignas da mama foi inibido de forma dose-dependente por 
TGFPl e TGFP2, sendo aquele um inibidor mais potente4. A expressão de TGFp, 
avaliada por imuno-histoquímica, foi mais freqüentemente observada em tecido 
ovariano neoplásico (benigno ou maligno) que no tecido normal. Porém, a so-
brevi da das portadoras de tumor ovariano de origem epitelial foi substancial-
mente maior (cerca de 80% vs 40% em 4 anos) quando o tumor era imunoposi-
tivo para TGFp162. 
A identificação de TGFP e do seu mRNA no endométrio humano foi pos-
sível com técnicas de imuno-histoquímica e hibridização in situ. Todos os tecidos 
uterinos estudados, inclusive o miométrio, sintetizam e secretam as três formas 
de TGFp, mas há diferenças entre as camadas e os tipos celulares do endométrio 
quanto à intensidade e à regulação hormonai21,54. A imunocoloração para TGFP3 
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varia com o ciclo menstrual apenas no epitélio glandular, sendo mais intensa 
durante a fase secretora54. Já a coloração específica para TGFPl e TGFP2 não 
difere entre espécimes endometriais obtidos nas duas fases do ciclo54. A concen-
tração de mRNA dos três tipos de TGFP aumenta no fim da fase proliferativa e se 
mantém máxima até meados da fase secretora, caindo novamente no período 
perimenstruai2l,8l,98. Os relatos são divergentes quanto à localização do mRNA 
do TGFP no endométrio, ora mostrando um predomínio no epitélio21, ora no 
estroma98. O efeito dos esteróides sexuais sobre a expressão endometrial de 
TGFP in vitro é ainda mais complexo e sugere uma regulação independente das 
três isoformas de TGFp3,78. 
Os efeitos do TGFP no endométrio humano variam conforme o tipo celu-
lar estudado e as condições experimentais. Em células epiteliais, a síntese de 
DNA (medida pela incorporação de timidina tritiada) é inibida pelo TGFPl de 
forma dose-dependente, numa larga faixa de concentrações98. Em células es-
tromais condicionadas com soro bovino fetal, os três tipos de TGFP têm compor-
tamento bifásico: em baixas concentrações aumentam a síntese de DNA e em 
altas concentrações perdem esse efeito, passando a inibir a atividade metabólica 
das células98,l54. A especificidade do TGFP nesses ensaios é comprovada pela 
reversão dos seus efeitos com anticorpos específicos desenvolvidos contra as três 
isoformas154. Recentemente se observou que o TGFP produzido pelas células 
estromais atua sobre o epitélio glandular adjacente, inibindo a secreção de matri-
lisina e, conseqüentemente, favorecendo a integridade da matriz extracelular15. 
O conjunto desses dados, ainda preliminares, sugere que esta família de 
peptídeos atua em duas etapas distintas, conforme a fase do ciclo menstruaP54: 
os níveis discretos de TGFP produzidos na fase proliferativa estimulariam a pro-
liferação celular em conjunto com outros fatores, como EGF e PDGF; na fase se-
cretora, níveis mais altos de TGFP contribuiriam para limitar o crescimento e 
estimular a diferenciação celular. Isso faria do TGFP um importante candidato a 
mediador parácrino das ações da progesterona sobre o endométrio. 
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Protooncogenes (c-fos, c-myc, e-ras, c-jun) 
Alguns retrovírus induzem transformação neoplásica em células de mamí-
feros, introduzindo-lhes uma seqüência gênica mutante que guarda estreita se-
melhança com genes nativos do hospedeiro. Esses fragmentos virais são de-
nominados oncogenes (v-onc) e seus homólogos celulares normais são chamados 
protooncogenes (c-one). A transcrição de quatro desses protooncogenes- c-los, c-
jun, c-myce e-ras- foi documentada no endométrio humano e em outros tecidos 
hormônio-sensíveis, e parece estar associada à proliferação celular fisiológica 
induzida pelos hormônios esteróidesl03,l65_ A expressão de c-los também está 
aumentada em tumores malignos do colo do útero22, da mama166 e dos ossos171. 
A presença das proteínas codificadas por e-ras e c-myc foi demonstrada 
por imuno-histoquímica em biópsias endometriais humanas, sendo que a pri-
meira não apresentou variação cíclica e a segunda predominou durante a fase 
proliferativa do ciclo menstruaP13. A presença de m.RNA do c-los e c-jun foi 
identificada no endométrio humano nas duas fases do ciclo menstrual, sendo 
que, durante a fase proliferativa, a expressão gênica de c-los foi mais intensa no 
endométrio que no miométrio adjacentel33_ Em suínos foi observada a presença 
de c-los (m.RNA e proteína) nas células epiteliais do endométrio durante todo o 
ciclo estral, bem como no início da gravidez34. Em camundongos, imunorreativi-
dade para a proteína los foi observada tanto no epitélio quanto no estroma 
endometrial nos primeiros dias de gravidez e pseudo-prenhez7. 
A regulação hormonal da síntese de c-los no útero foi bem caracterizada 
em murinos92. A injeção de estradiol aumentou a transcrição de c-los de forma 
dose-dependente na rata adulta115 ou imatura23,85 ovariectomizada. O efeito do 
estradiol foi revertido pela progesterona também de maneira dose-dependente, 
por um mecanismo independente da ocupação dos receptores estrogênicos85. A 
concentração de m.RNA do c-los em fibroblastos endometriais humanos aumenta 
na presença de estradiol e esse efeito é revertido pela adição de progesterona46. 
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O estímulo do estrogênio sobre a transcrição de c-los é resultante da liga-
ção do complexo hormônio-receptor ao DNA. A região reguladora do gene do c-
los humano possui um elemento responsivo ao estrogênio (ERE), que 
recentemente foi seqüenciado e caracterizado169. Porém, ainda nos falta uma 
compreensão ampla dos mecanismos endócrinos e parácrinos que regulam a ex-
pressão deste e de outros protooncogenes. Além da influência estrogênica e da 
modulação pela progesterona, a transcrição de c-los parece ser controlada por 
hormônios peptídicos e fatores de crescimento que utilizam a via da proteína 
quinase C 35,46,143_ Até o presente momento, não se conhecem os efeitos da 
interação estradiol-progesterona in vivo sobre a expressão de protooncogenes no 
endométrio humano. 
Objetivos 
Em face das lacunas existentes acerca dos mecanismos moleculares 
(parácrinos e autócrinos) envolvidos no crescimento e diferenciação do endo-
métrio humano, e considerando a importância de se utilizar modelos experi-
mentais controlados para estudar o efeito dos esteróides sexuais sobre a 
regulação de fatores de crescimento e protooncogenes, o presente trabalho foi 
idealizado com os seguintes objetivos: 
Objetivo geral 
Identificar possíveis mediadores e/ ou indicadores da ação dos esteróides 
sexuais no processo de diferenciação do endométrio humano. 
Objetivos específicos 
• Investigar o efeito do acetato de medroxiprogesterona sobre a expressão de 
PRL, c-los, TGFPl e TGFP3 no endométrio humano, identificando o mRNA e 
a respectiva proteína imunorreativa; 
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• Avaliar esses mesmos parâmetros no endométrio obtido em diferentes fases 
do ciclo menstrual; 
• Correlacionar a expressão endometrial de PRL, c-los e TGFf3 com os níveis 
séricos de esteróides sexuais e com a morfologia do endométrio durante o 
ciclo menstrual. 
2 
Material e Métodos 
Delineamento Experimental 
Modalidade de estudo 
• Experimento clínico duplo-cego controlado por placebo. 
Fatores em estudo 
• Acetato de medroxiprogesterona lOmg/ dia, 10 dias; 
• Ciclo menstrual; 
• Estradiol sérico, progesterona sérica e relação progesterona/ estradiol. 
Principais Desfechos 
• Presença de PRL, c-los, TGFPl e TGFP3 no endométrio; 





prevista para biópsia 
Fase Lútea 
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Considerações Éticas 
O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital 
de Clínicas de Porto Alegre (resolução 196/96, projeto 96279) e pela Comissão de 
Ética do Hospital Presidente Vargas. As pacientes, recrutadas no ambulatório de 
ginecologia geral do Hospital Presidente Vargas, foram informadas sobre o 
objetivo do estudo e assinaram um termo de consentimento (anexo 2). 
A medroxiprogesterona é uma droga utilizada há muitos anos e, nas doses 
preconizadas, não oferece risco significativo para a saúde ("risco mínimo"). Os 
efeitos colaterais são brandos e prontamente reversíveis. As pacientes foram 
alertadas sobre esses efeitos e estimuladas a informar o pesquisador, por 
telefone, se porventura os apresentassem. 
Pacientes 
Critérios de Inclusão e Exclusão 
Foram incluídas mulheres em idade reprodutiva, com história de ciclos 
menstruais regulares, que soubessem informar as datas das 3 últimas 
menstruações. Não foram incluídas no estudo mulheres que apresentassem pelo 
menos uma das características a seguir: 
• Uso de qualquer medicamento hormonal nos últimos 3 meses; 
• Uso de medicamentos hormonais de depósito nos últimos 6 meses; 
• Uso atual de dispositivo intra-uterino (DIU) não medicado; 
• Uso de DIU medicado nos últimos 6 meses; 
• História ou evidência de patologia endometrial; 
• Índice de massa corporal superior a 35 kg/m2; 
• Vulvovaginite em atividade; 
• Atividade sexual sem proteção contraceptiva. 
Das 315 pacientes atendidas entre setembro/1996 e fevereiro/1997, 49 
preencheram os critérios de inclusão e, destas, 46 aceitaram participar do estudo. 
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Randomização 
As pacientes elegíveis e que concordaram em participar do estudo 
receberam um frasco numerado contendo 10 comprimidos de placebo ou MP A. 
O conteúdo do frasco era ignorado tanto pela paciente quanto pelo autor, médico 
responsável pela seleção. Uma tabela de randomização foi elaborada por outro 
pesquisador e mantida em sigilo até a fase final de coleta das amostras (anexo 4). 
A randomização simples não é recomendada para amostras da ordem de 
dezenas de pessoas, porque existe uma alta probabilidade de alocação desigual 
de indivíduos para os diversos tratamentos 120. Optou-se, então, por uma 
randomização estratificada e por blocos, que será detalhada a seguir. Com o 
objetivo de pré-determinar o número de participantes que receberiam placebo ou 
MP A nas duas fases do ciclo menstrual, as participantes foram divididas 
inicialmente em dois estratos, de acordo com a fase do ciclo menstrual em que se 
encontravam (ver fluxograma). Havia um conjunto de frascos numerados para as 
pacientes que fariam a biópsia de endométrio entre o 5° e 12° dias do próximo 
ciclo menstrual (fase folicular) e outro para as que fariam a biópsia entre o 16° e o 
28° dias do ciclo (fase lútea). Uma vez definida a época provável da biópsia (fase 
folicular ou fase lútea), a paciente recebia o próximo frasco de medicamento 
disponível, seguindo uma numeração contínua. Para que houvesse uma 
proporção adequada de pacientes alocadas para receber placebo ou MP A dentro 
de cada estrato (fase folicular ou fase lútea), utilizou-se o sistema de 
randornização em blocos com a seguinte proporção: 
• fase folicular (n=16): 4 blocos de 4 frascos, sendo 3 com placebo e 1 com MPA; 
• fase lútea (n=30): 10 blocos de 3 frascos, sendo 2 com placebo e 1 com MP A. 
A técnica da randomização em blocos consiste em prever todas as 
combinações de tratamento possíveis num bloco de n indivíduos, designando 
cada combinação por uma letra. Por exemplo, no nosso estrato da fase lútea, a 
combinação "A" seria Placebo-Placebo-MP A, a combinação "B" seria Placebo-
MP A-Placebo e a combinação "C" seria MP A-Placebo-Placebo. Ao recorrer à 
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tabela de números aleatórios para proceder à randomização, o sorteio 
determinou a seqüência das combinações (no exemplo acima, B-A-B-B-B-B-B-C-
C-A) e as combinações determinaram a seqüência de tratamentos. Com isso 
garantimos que, a cada 3 pacientes alocadas, duas teriam recebido placebo e uma 
teria recebido MP A. Como a ordem das combinações era mantida em sigilo e a 
randomização só foi quebrada ao final da etapa de coleta das amostras, era 
impossível para o médico encarregado da seleção descobrir qual tratamento seria 
destinado à próxima paciente 120. 
Tratamento 
Todas as pacientes receberam frascos numerados, com a mesma aparência, 
contendo 10 comprimidos cada. Os comprimidos de MP A foram de 10 mg, da 
marca Provera®, cedidos pelo laboratório Upjohn. Os placebos foram elaborados 
sob encomenda e continham apenas amido. Junto com o frasco as pacientes 
receberam uma prescrição detalhada que incluía a data de início e término do 
tratamento. Todas foram orientadas a ingerir 1 comprimido por dia, à noite, ao 
deitar. Na manhã seguinte ao 10° e último dia de medicação, as pacientes 
retornaram ao ambulatório para coleta de sangue e biópsia de endométrio. 
Foram então questionadas sobre o cumprimento integral da prescrição e 
convidadas a devolver o frasco usado. 
Coleta de Sangue e Preparo das Amostras 
Chegando ao ambulatório, as pacientes descansaram por cerca de 30 min 
na sala de espera e por mais 15 min no consultório. Todos os procedimentos 
foram detalhadamente explicados antes e durante a sua realização. Através de 
punção venosa no antebraço foi coletada uma amostra de 5 ml de sangue que foi 
mantida à temperatura ambiente, sem anticoagulante, por cerca de 2 horas. O 
sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min e o soro foi estocado em três 
alíquotas de 0,6 ml, a - 20°C, até o momento das dosagens hormonais. 
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Biópsia de Endométrio 
Cerca de 12 a 14 horas após a ingestão do último comprimido as pacientes 
foram submetidas à biópsia de endométrio. O procedimento foi feito sem 
analgesia, por meio de aspiração, utilizando-se uma sonda descartável 
siliconizada n° 8 (MarkMed Ltda., São Paulo) adaptada a uma seringa de 20 ml. 
A sonda era introduzida no canal cervical exposto com espéculo mas não 
tracionado, e era manipulada pela mão direita com o auxílio de uma pinça 
enquanto a mão esquerda produzia vácuo na seringa. Com movimentos suaves 
procurou-se amostrar o fundo e as paredes anterior e posterior da cavidade 
uterina. Nenhuma paciente apresentou sintomas graves ou reação autonômica 
intensa; apenas 1 I 4 das pacientes relatou cólica discreta e momentânea durante a 
biópsia. 
O material aspirado foi disposto sobre uma gaze estéril para diminuir o 
conteúdo de sangue. Metade da amostra foi imediatamente inserida num tubo 
plástico estéril de 2 ml (tubo de microcentrifugação) e congelada em nitrogênio 
líquido. Num prazo máximo de 2 horas este material foi removido do nitrogênio 
e estocado num freezer a -70°C até o momento da extração do RNA. 
A outra metade da amostra foi lavada em solução fisiológica estéril e 
fixada em formaldeído a 10% durante cerca de 2 meses, até o preparo dos cortes 
histológicos. 
Histologia e lmuno-histoquímica 
Preparo das lâminas 
As lâminas de vidro foram inicialmente lavadas com detergente e 
enxaguadas em água destilada. Depois foram rapidamente imersas em ácido 
clorídrico 1N e enxaguadas em água destilada. A seguir, foram mergulhadas em 
ácido acético (diluído a 1:4 em etanol) por 20 mine deixadas secar por uma noite 
à temperatura ambiente. 
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No segundo dia, as lâminas foram imersas por três períodos de 2 min 
sucessivamente em acetona absoluta, 3-aminopropiltrietoxissilano (Sigma Chem. 
Co., St. Louis MO, USA) diluído a 1:50 em acetona e, novamente, acetona 
absoluta. O 3-aminopropiltrietoxissilano, também chamado de organossilano, é 
um adesivo de grande resistência que permite que as lâminas sejam expostas a 
altas temperaturas ou incubadas com tripsina, quando isso é necessário para 
expor os sítios antigênicos. 
Inclusão e Corte 
As amostras fixadas em formaldeído foram desidratadas em etanol a 
concentrações crescentes, variando de 70% a 99% (60 min cada), depois imersas 
em xilol (2 x 60 min) e em parafina a 60° (idem). A seguir foram incluídas em 
blocos de parafina deixados solidificar por pelo menos 24 horas. 
Os blocos foram resfriados a cerca de -l0°C e seccionados num micrótomo 
em cortes de 4 J..tm de espessura que, dispostos num banho aquecido, foram 
delicadamente transferidos para as lâminas de vidro. A seguir, as lâminas foram 
aquecidas em estufa a 60°C por 20 min para deixar escorrer o excesso de parafina 
dos cortes histológicos. 
Uma lâmina de cada paciente foi submetida à coloração de rotina por 
hematoxilina-eosina para permitir a datação histológica do endométrio. 
Datação das Biópsias Endometriais 
As amostras endometriais coradas por hematoxilina-eosina foram 
examinadas segundo os critérios de Noyes112 para datação histológica. As 
principais características observadas foram o formato do epitélio luminar, o 
tamanho, densidade e formato das glândulas endometriais, a espessura, 
densidade e grau de edema do estroma, a presença de vacúolos periféricos no 
epitélio glandular e de secreção na luz das glândulas. Os critérios 
correspondentes a cada fase do ciclo menstrual estão sintetizados na tabela 2-1. 
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TABELA 2-1 
Critérios adotados para cúztação cúz biópsia endometrial. Acúzptado de Noyes et al.112. 
Endométrio Características 
Proliferativo inicial Epitélio luminar cúbico, poucas glândulas de 
pequeno diâmetro no estroma denso. 
Proliferativo intermediário Epitélio luminar cilíndrico, estroma edemaciado e 
com muitas glândulas de pequeno diâmetro; 
epitélio glandular em monocamada. 
Proliferativo tardio Presença de glândulas endometriais tortuosas com 
pseudoestratificação do epitélio glandular; 
diminuição do edema estromal. 
Periovula tório Presença de vacúolos basais no epitélio glandular. 
Secretor inicial Presença de secreção na luz glandular e ainda de 
alguns vacúolos; reinício do edema estromal. 
Secretor intermediário Ponto máximo do edema estromal. A partir do 9° 
dia pós-ovulação observam-se arteríolas 
espiraladas. 
Secretor tardio Decidualização estromal predominante na 
vizinhança das arteríolas espiraladas. 
Menstrual Focos hemorrágicos no estroma e desintegração da 
camada compacta. 
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Técnica da Avidina-Biotina-Peroxidase 
A técnica da A vidina-Biotina-Peroxidase é também conhecida por 
Complexo Avidina-Biotina (ABC) (Fig. 2-1). Esta técnica é fundamentada na 
grande afinidade da avidina (urna glicoproteína de alto peso molecular) pela 
biotina (urna vitamina que pode ser conjugada a enzimas, anticorpos e 
substâncias fluorescentes). O tecido é incubado com um anticorpo primário 
(mono ou policlonal) específico para a proteína em estudo. Em seguida, aplica-se 
um anticorpo secundário (que tem o anticorpo primário como alvo) previamente 
ligado a urna molécula de biotina. A avidina atua como amplificador de efeito, 
pois cada molécula de avidina que se acopla à biotina do anticorpo secundário 
liga-se simultaneamente a três outras moléculas de biotina conjugadas à 
peroxidase. A peroxidase atua sobre um corante especial e os sítios antigênicos 
ficam corados de forma estável, geralmente em tonalidade castanha. 
A seguir serão descritas as etapas básicas da técnica da avidina-biotina-
peroxidase padronizada por Hsu68 e modificada por Barbosa-CoutinhoB, 
conforme previamente relatado114,127,140,142. Um fluxograma que pernúte 
reproduzi-la passo a passo é apresentado na figura 2-2 e as adaptações e 
particularidades do nosso protocolo para cada antígeno estudado são 
apresentadas na tabela 2-2. 
Os cortes foram desparafinizados em xilol (2 incubações de 10 rnin) e 
reidratados em concentrações decrescentes de etanol que variaram de 99% a 70%, 
sendo finalmente imersos por 5 rnin em água destilada. A etapa seguinte foi a 
incubação dos cortes com uma solução de tripsina bovina em PBS (1 mg/ml) 
durante 30 a 45 min, destinada a expor os sítios antigênicos. A terceira etapa foi a 
inibição da peroxidase endógena a fim de evitar sua reação com o corante fora 
dos sítios antigênicos específicos. Para isso, os cortes foram incubados por 30 rnin 
em urna solução de peróxido de hidrogênio a 1% em metanol e depois lavados 
em PBS por 10 min. Seguiu-se uma incubação dos cortes durante 30 rnin com 
soro normal de cabra ou coelho (conforme a origem do anticorpo secundário) 
com o objetivo de ocupar os sítios antigênicos inespecíficos e favorecer a ligação 
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do anticorpo secundário biotinilado ao seu antígeno alvo, que é o anticorpo 




Representação esquemática do princípio da imuno-histoquímica pelo método da 
avidina-biotina-peroxidase. Observa-se o efeito amplificador da avidina (A) que se 
liga à biotina (B) do anticorpo secundário e a outras três moléculas de biotina. A 
peroxidase (P) reage com a 3,3'-diaminobenzidina (DAB) corando os sítios 
antigênicos. 
A quinta etapa foi a incubação dos cortes com o anticorpo primário, 
específico para o antígeno pesquisado. O anticorpo foi diluído em PBS numa 
proporção variável, ajustada para cada protocolo. Nesta etapa os cortes foram 
cobertos com aproximadamente 50 )..1.1 da solução do anticorpo. Para que não 
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houvesse evaporação e ressecamento dos cortes, esta incubação - cuja duração e 
temperatura também exigiram ajuste prévio - foi feita com as lâminas dispostas 
numa câmara úmida. A que utilizamos consiste em uma caixa plástica retangular 
rasa, forrada com espuma umedecida em água destilada. 
Findo o tempo de incubação com o anticorpo primário, removia-se o 
excedente mergulhando as lâminas em PBS por 10 min e passava-se à sexta 
etapa, a incubação com o anticorpo secundário. Utilizamos os anticorpos 
biotinilados anti-IgG de coelho, camundongo, ovelha e cabra, fornecidos nos kits 
Vectastain® (Vector Laboratories, Burlingame CA, EUA). Diluiu-se o anticorpo 
secundário em PBS na proporção de 1:200 e aplicaram-se 50 J..ll da solução sobre 
os cortes, que permaneceram à temperatura ambiente por 30 min . 
Terminada a incubação e removido o excedente de anticorpo secundário 
ao longo de 10 minem PBS, passamos à sétima etapa que foi a incubação dos 
cortes por 60 min com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain®). As 
soluções de estoque de avidina (solução A) e biotina + peroxidase (solução B) 
foram associadas e diluídas em PBS (1:200 cada) cerca de 30 min antes da 
incubação. 
Finalmente, após nova incubação de 10 min em PBS, os cortes foram 
corados por uma solução de 3,3' -diaminobenzidina (DAB, Sigma Chem. Co., St. 
Louis MO, USA) preparada minutos antes e mantida ao abrigo da luz. Uma 
alíquota da solução de estoque de DAB (5 mg/ml) era diluída na proporção 1:5 
em PBS e acrescida de 10 J..ll de peróxido de hidrogênio para cada ml de solução 
final. Os cortes foram cobertos com 50 J..ll da solução de DAB por 3 min e 
imediatamente imersos em água destilada para remover o excedente do corante. 
Concluída a imunocoloração, os cortes foram submetidos a uma discreta 
contra-coloração com hematoxilina, e desidratados em concentrações crescentes 
de etanol, variando de 70 a 99%, sendo finalmente imersos em xilol e montados 
com lanúnula e bálsamo. 
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1. Desparafinizar e reidratar os cortes mergulhando em 
• xilol2 x 10 min 
• etanol 99%, 95%, 80%, 70% (5 min cada) 
• água destilada 5 min 
.J, 
2. Expor os sítios antigênicos (opcional) 
• incubar com tripsina 1 mg/ml (ajustar tempo e temperatura) 
• lavar em PBS por 1 O min 
e/ou 
• transferir as lâminas para cesto de vidro 
• cobrir com citrato de sódio 0,25% 
• ferver no microondas por 15 min e esfriar por 1 O min em PBS 
.J, 
3. Inibir a peroxidase endógena 
• incubar com H202 (1% em metano!) por 30 min 
• lavar em PBS por 1 O min 
.J, 
4. Prevenir a ligação inespecífica do anticorpo secundário 
• aplicar soro normal 1 :25 - 1 :50 por 30 min 
• escorrer e secar as bordas 
.J, 
5. Incubar com o anticorpo primário 
• aplicar o suficiente para cobrir o corte 
• incubar em câmara úmida (ajustar tempo e temperatura) 
• lavar em PBS por 1 O min, escorrer e secar as bordas 
.J, 
6. Incubar com o anticorpo secundário 
• incubar à temperatura ambiente por 30 min 
• lavar em PBS por 1 O min, escorrer e secar as bordas 
.J, 
7. Aplicar o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) 
• preparar 30 min antes 
• incubar à temperatura ambiente por 60 min 
• lavar em PBS por 1 O min, escorrer e secar as bordas 
.J, 
8. Corar os sítios antigênicos com OAB 
• diluir a solução de estoque em PBS (1 :5) e acrescentar H202 (1 O 1!1/ml) 
• cobrir os cortes e aguardar 2-5 min 
FIGURA 2-2 
• lavar em água abundante 
.J, 
9. Corar os núcleos com hematoxilina e montar as lâminas 
• corar discretamente com hematoxilina 
• desidratar em seqüência de álcoois e xilol 
• montar com bálsamo e laminula 
Fluxograma do protocolo básico de imuno-histoquímica pelo método da avidina-
biotina-peroxidase. As particularidades do método referentes a cada antígeno 
estudado siio apresentadas na tabela 2-2. 
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Coloração para PRL 
O anticorpo policlonal anti-PRL humana, produzido em coelho, foi 
gentilmente doado pelo National Institute oi Diabetes & Digestive & Kidney 
Diseases (NIDDK, Rockville MD, USA) na forma de soro integral liofilizado. 
Urna curva de diluição utilizando cortes de placenta corno controle positivo 
permitiu rastrear a menor concentração de anticorpo capaz de produzir urna 
irnunocoloração específica no sinciciotrofoblasto, ou seja: coloração acastanhada 
concentrada no citoplasma, acompanhando o contorno celular e distribuída pelo 
tecido de forma heterogênea, sugerindo que a intensidade ou a abrangência da 
coloração seriam diretamente proporcionais à concentração do antígeno 
específico- no caso, a PRL. Esta concentração foi 1:3000 na placenta a termo. Por 
isso, optou-se pela concentração de 1:2000 nas amostras de endométrio, cuja 
expressão de PRL seria provavelmente menor 172. 
O anticorpo primário foi incubado a 4°C durante 18 horas. Corno controle 
negativo, cortes de placenta e de endométrio de cada grupo experimental foram 
simultaneamente incubados com soro de coelho normal a 1:2000. O anticorpo 
biotinilado anti-IgG de coelho (produzido em caprino) diluído a 1:200 foi 
aplicado durante 30 rnin à temperatura ambiente. Não houve necessidade de 
tripsinização prévia das lâminas (Tab. 2-2). 
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TABELA 2-2 
Particularidades dos protocolos de imuno-histoquímica adotados para os diferentes 
antígenos em estudo. 
Antígeno Exposição dos Anticorpo Primário Anticorpo Secundário 
Sítios Antigênicos 
Prolactina não realizada • soro de coelho anti-PRL • anti-IgG de coelho feito 
humana em caprino 
• 1:2000, 4°C, 18 h • 1:200, TA, 30 min 
c-los • Tripsina 0,1% • IgG de ovelha anti- • anti-IgG de ovelha feito 
• TA,45 min proteína los humana em coelho 
• 20 )lg/ml, TA, 24 h • 1:200, TA, 30 min 
TGFJ31 não realizada • IgG de camundongo • anti-IgG de camun-
anti-TGFJ31 humano dongo feito em caprino 
• 5 )lg/ml, 4°C, 18 h • 1:200, TA, 30 min 
TGFJ33 • Tripsina 0,1% • IgG de caprino anti- • anti-IgG de caprino 
• 37'C, 30 min TGFJ33 humano feito em coelho 
• 10 )lg/ ml, 4°C, 18 h • 1:200, TA, 30 min 
TA = temperatura ambiente 
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Coloração para c-fos 
Por se tratar de uma proteína nuclear, a exposição dos sítios antigênicos 
de c-los exigiu uma incubação dos cortes com tripsina bovina durante 30 min 
logo após a reidratação (Tab. 2-2). O anticorpo policlonal anti-proteína los 
humana foi produzido em ovelha pela Serotec Ltd. (Oxford, UK). Uma curva de 
diluição utilizando cortes de endométrio proliferativo como controle positivo 
indicou a concentração 10 J.lg/ml como a menor capaz de produzir coloração 
nuclear específica. Com base neste achado, as amostras em estudo foram 
incubadas com o anticorpo primário na concentração de 20 J.lg/ml durante 24 
horas à temperatura ambiente. Como controle negativo, cortes de endométrio de 
cada grupo experimental foram simultaneamente incubados com soro normal de 
ovelha a 1:50. A imunoglobulina biotinilada anti-IgG de ovelha (produzida em 
coelho) foi utilizada a 1:200 durante 30 min à temperatura ambiente. Para 
aumentar a sensibilidade do método, o complexo avidina-biotina-peroxidase 
utilizado para a proteína los foi o conjugado ExtrAvidin® (Sigma Chem. Co., St. 
Louis MO, USA), que é parcialmente composto de uma avidina purificada de 
Streptomyces avidinii. A diluição (1:200) e as condições de incubação (60 min à 
temperatura ambiente) não diferiram dos outros protocolos. 
Coloração para TGFP1 
O anticorpo policlonal anti-TGF~1 humano (Serotec Ltd., Oxford, UK) foi 
produzido em camundongo. Com base na curva de diluição utilizando cortes de 
placenta como controle positivo, as amostras foram incubadas com o anticorpo 
primário na concentração de 5 J.lg/ml durante 18 horas, à temperatura de 4°C. O 
controle negativo consistiu em cortes de placenta incubados com soro de 
camundongo não imunizado. O anticorpo biotinilado anti-IgG de camundongo 
(produzido em caprino) foi diluído a 1:200 e incubado durante 30 min à 
temperatura ambiente. Não houve necessidade de tripsinização prévia das 
lâminas. 
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Coloração para TGF~3 
Os cortes histológicos foram incubados com solução de tripsina a 37'C por 
30 min para melhorar a exposição dos sítios antigênicos. O anticorpo policlonal 
anti-TGFP3 humano, produzido em caprino pela R & D Systems (Minneapolis 
MN, USA), foi aplicado sobre os cortes na concentração de 10 J.!g/ml e mantido à 
temperatura de 4°C por 18 horas. Os controles negativos foram cortes de 
endométrio incubados com soro de cabra não imunizada. O anticorpo biotinilado 
anti-IgG de cabra (produzido em coelho) foi diluído a 1:200 e aplicado por 30 min 
à temperatura ambiente. 
Leitura das Lâminas 
As lâminas foram examinadas com aumento de 200x, sempre ao mesmo 
microscópio e com a mesma intensidade de luz. Os resultados foram computados 
separadamente para o epitélio glandular e o estroma. A imunocoloração para 
PRL foi classificada em ausente ou presente. Nas lâminas coradas para TGFP1 e 
TGFP3 foi possível distinguir entre coloração ausente, fraca, moderada ou 
intensa. A coloração nuclear para c-los permitiu distinguir células positivas e 
negativas, classificando as amostras em imunocoloração ausente/rara ou 
freqüente. Os controles negativos foram utilizados para revelar a coloração 
inespecífica, que foi desconsiderada. Para aumentar a objetividade, a leitura das 
lâminas foi feita sem conhecimento prévio da datação endometrial ou do 
tratamento, embora a morfologia do tecido corado por imuno-histoquímica 
permitisse uma distinção instantânea entre endométrio proliferativo e secretor. 
Análise Estatística 
Foram elaboradas tabelas de contingência relacionando os grupos 
experimentais com a freqüência de cada padrão observado à Imuno-
histoquímica. A freqüência dos padrões de coloração nos três diferentes grupos 
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foi expressa como percentual de casos e comparada pelo qui-quadrado Cx?) 
calculado pelo log-Hkelihood ratio, ou pelo teste exato de Fisher, aplicado nas 
tabelas 2x2. Quando as pacientes foram divididas segundo a datação endometrial 
em 5 padrões histológicos sucessivos, a associação linear entre a datação 
endometrial e os resultados da imuno-histoquímica foi testada pelo x2 de Mantel-
Haenszel. O valor crítico de significância foi p<O,OS. 
Dosagens Hormonais 
Técnica da Quimioluminescência Automatizada 
As amostras de soro foram submetidas à dosagem de PRL, estradiol e 
progesterona pela técnica da quimiolurninescência automatizada (Imunlite®, 
DPC®, Los Angeles CA, USA). Trata-se de um imunoensaio de fase sólida cujo 
marcador é a quimioluminescência. A fase sólida é uma esfera de poliestireno 
que contém o anticorpo primário (policlonal de coelho para os hormônios 
esteróides e monoclonal para PRL). A amostra de soro é pipetada no tubo 
contendo a esfera de poliestireno e incubada a 37'C até que se formem complexos 
antígeno-anticorpo marcados com fosfatase alcalina (Fig. 2-3). Esses complexos 
têm características distintas quando o ensaio é competitivo simples (estradiol), 
competitivo com ligante intermediário (progesterona) ou imunométrico de dois 
sítios (PRL). 
Após a incubação, os conjugados enzimáticos não ligados à esfera são 
removidos por uma rápida lavagem e centrifugação. A fosfatase alcalina ligada 
aos complexos antígeno-anticorpo hidrolisa o substrato quimioluminescente, um 
ester fosfatado de adamantildioxietano, gerando um produto instável e emitindo 
luz, que é captada e quantificada por um fotômetro. A emissão de luz pode ser 
diretamente (imunométrico) ou inversamente (competitivos) proporcional à 
concentração de hormônio nativo na esfera (Fig. 2-3). 


















Representação esquemática do princzpw da dosagem hormonal por 
quimioluminescência. No quadro superior (A) está representada a dosagem de PRL 
por ensaio imunométrico de dois sítios. A PRL nativa fica aderida à esfera revestida 
pelo anticorpo monoclonal anti-PRL humana (AM). O anticorpo secundário, 
policlonal, é conjugado com fosfatase alcalina (FA) e liga-se a outro sítio da PRL, 
formando um "sanduíche". A centrifugação remove tudo que não aderiu à esfera e a 
FA age sobre o substrato (5) produzindo luz, que é diretamente proporcional à 
concentração de PRL nativa. A dosagem de estradiol é feita por ensaio competitivo 
simples (quadro B). O estradiol nativo compete com estradiol marcado com FA 
pelos sítios de ligação do anticorpo policlonal anti-estradiol (AP) que se encontra na 
esfera. Após a centrifugação, a FA do hormônio retido na esfera ativa o substrato 
produzindo luminescência que, devido à competição, é inversamente proporcional à 
concentração de estradiol nativo. A dosagem de progesterona (quadro C) é também 
um ensaio competitivo, mas a progesterona é conjugada com um ligante não-
enzimático (LIG). Após a centrifugação, adiciona-se um anticorpo policlonal 
marcado com FA que reconhece o ligante. Os complexos progesterona-LIG-AP-FA 
são incubados com o substrato e a luminosidade é inversamente proporcional à 
concentração de progesterona nativa. 
J 
CAPÍTULO 2 - MATERIAL E MÉTODOS 47 -------------------------------------------------------
Protocolo das Dosagens 
Todas as amostras foram dosadas em duplicata e no mesmo ensaio. A 
curva padrão utilizada foi a mesma residente no equipamento, ajustada por 
padrões de concentração alta e baixa fornecidos junto com o kit. A tabela 2-3 
resume os coeficientes de variação e os limites de detecção dos três ensaios -
PRL, estradiol e progesterona. Os coeficientes de variação intra-ensaio foram 
obtidos a partir de 6-8 dosagens sucessivas utilizando um pool de soro normal. 
Calcularam-se a média e o desvio-padrão das replicatas e obteve-se o coeficiente 
de variação (CV) pela fórmula: 
TABELA 2-3 
CV = desvio-padrão x 100 
média 
Coeficientes de variação intra-ensaio e limites de calibração das curvas utilizadas na 
dosagem sérica de PRL, estradiol e progesterona. 
Hormôrúo Coeficiente de Variação Extensão da Curva 
Intra-Ensaio Padrão 
Prolactina 5,2% 1-150 ng/ml 
Estradiol 12,0% 20-2000 pg/ml 
Progesterona 5,3% 0,2 -40 ng/ml 
Análise Estatística 
As concentrações de PRL, estradiol e progesterona foram comparadas por 
estatística não paramétrica, uma vez que os respectivos histogramas mostraram 
uma distribuição irregular dos valores, incompatível com a curva normal. Os 
dados são expressos como mediana ± intervalo interquartil. A comparação entre 
grupos foi feita por análise de variância não-paramétrica de uma via (ANOV A de 
Kruskal-Wallis) seguida por um teste de comparações múltiplas (teste de Dunn). 
As diferenças com valor de p<0,05 foram consideradas significativas. 
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Avaliação da Expressão Gênica por RT-PCR 
As concentrações do m.RNA da PRL, c-los e TGFI3 foram avaliadas 
indiretamente, pela técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) a partir de 
transcrição reversa (RT), ou simplesmente RT-PCR. O prinópio desta técnica é a 
síntese de um DNA complementar ao m.RNA (cDNA), cujos fragmentos 
espeóficos, homólogos à seqüência do mRNA que codifica cada proteína em 
estudo, podem ser amplificados por PCR e quantificadosl25. 
Extração e Quantificação do RNA 
As amostras de endométrio estocadas a -70°C foram trituradas por um 
homogeneizador elétrico Polytron em um tubo plástico estéril contendo 1 m1 de 
solução de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol®, Gibco BRL, Gaithersburg 
MD, USA). A adição de clorofórmio seguida de centrifugação (10.000 rpm, 4°C, 
15 min) separava a solução em uma fase aquosa e outra orgânica. A fase aquosa, 
que continha o RNA, era transferida para outro tubo e o RNA era precipitado 
com álcool isopropílico em nova centrifugação. O precipitado era então lavado 
por duas vezes com 1 ml de etano! 75% seguido de centrifugação curta (7.000 
rpm, 4oC, 5 min)24,134. 
O precipitado de RNA era diluído em 20-100 111 de água tratada com 
dietilpirocarbonato (DEPC) e aquecido a 64°C por 10 min para desnaturação. 
Para a quantificação, alíquotas de 3-10 111 da solução de RNA foram diluídas em 
600 111 de água tratada com DEPC e a solução resultante foi submetida a 
espectrofotometria nas faixas de 260 e 280 nm (GeneQuant®, Pharmacia Biotech, 
Uppsala, Suécia). A pureza do RNA foi considerada satisfatória quando a razão 
das absorbâncias a 260 e 280 nm era superior a 1,6. Considerando que uma 
unidade de absorbância a 260 nm corresponde a 40 J..tg de RNA por ml de 
solução, a concentração de RNA na solução original era calculada pela fórmula: 
[RNA] = A260 x O x 40 )lg/ml 
onde A= absorbância e D =diluição da alíquota usada para a quantificação. Por 
exemplo, para 5 )li da solução de RNA em 600 ~-tl de água, D = 600/5 = 120. 
CAPiTULO 2- MATERIAL E MÉTODOS 49 
------------------------------~~--------------
Síntese do cDNA 
A síntese do cDNA foi feita a partir de 2 J.tg de RNA total, utilizando 
oligonucleotídeos complementares à cauda poli-A do mRNA, que produzem um 
cDNA mais puro, exclusivamente a partir do mRNA. Considerando que a fração 
de mRNA corresponde a aproximadamente 2-3% do RNA total, estimou-se que 
2 J.tg de RNA total dariam origem a 40 ng de cDNA. ORNA foi inicialmente 
desnaturado a 70°C por 10 min juntamente com o primer. Em seguida foi 
incubado com a transcriptase reversa na presença de tampão Tris-HCl 20 mM pH 
8,4 + KCl 50 m.M, cloreto de magnésio 2,5 m.M, mistura de desoxinucleotídeos 
trifosfatados (dNTPs) 0,5 mM e ditiotreitol 10 mM a 42°C durante 55 min. Após 
nova desnaturação a 70°C, a mistura foi incubada com RNase H de E coli por 20 
mina 3~C para destruir oRNA não transcrito. A reação de síntese do cDNA 
totalizou um volume de 20 J.tl que foi armazenado a -20°C até a amplificação por 
PCR. Todos os reagentes foram provenientes da Gibco BRL (SuperScript® 
Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis). 
Oligonucleotídeos Específicos 
Os oligonudeotídeos (primers) utilizados para amplificação dos 
fragmentos de cDNA específicos para cada mRNA em estudo foram desenhados 
a partir da seqüência publicada de cada gene, obedecendo aos seguintes critérios: 
• 18 a 27 nucleotídeos; 
• quando o gene possuía mais de um exon, os primers eram posicionados 
preferencialmente nas áreas de transição intron-exon para inviabilizar a 
amplificação acidental de DNA genômico; 
• a proporção de G-C foi mantida entre 50 e 60% e equilibrada em cada par de 
primers, 
• a extremidade 3' foi preferentemente ocupada por C ou G, para fortalecer a 
hibridização neste ponto crítico. 
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• a temperatura de fusão (Tm) calculada para um primer era semelhante à do 
seu par. 
• evitaram-se seqüências que resultassem em complementaridade dos primers 
sense e antisense, para inibir a formação de dímeros. 
A tabela 2-4 resume a localização e seqüência dos oligonucleotídeos 
sintetizados para este trabalho, bem como o tamanho dos fragmentos de cDNA 
amplificados. 
Protocolo Geral da PCR 
As reações de PCR foram feitas num volume final de 50 ~1 seguindo uma 
adaptação do protocolo sugerido pela Gibco BRL. As amostras de cDNA (2 ~1, 
correspondentes a 4 ng de cDNA) foram inicialmente desnaturadas a 94°C por 3 
min na presença de tampão Tris-HCl 20 mM pH 8,4 + KCl 50 mM e cloreto de 
magnésio 1,5 mM. Esse procedimento, conhecido como hot start, tem por 
objetivo desnaturar estruturas secundárias que, submetidas à ação da 
polimerase, resultariam na amplificação de fragmentos indesejados. 
Em seguida os tubos eram imersos em gelo e recebiam 10 ~l de uma 
solução com as mesmas concentrações de tampão e MgCl2, acrescida dos primers 
sense e antisense, da mistura de dNTPs e da enzima Taq DNA Polimerase 
(recombinante, Gibco BRL, código 10342-053). Os volumes e as concentrações 
finais dos reagentes utilizados na PCR estão relacionados na tabela 2-5. 
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TABELA 2-4 
Características dos pnmers sintetizados para a amplificação de fragmentos 
específicos de cDNA. 
Gene Nucleotldeos Seqüência Sintetizada Fragmento R e f. 
PRL 
sense - (a) 5' CCAAGGCCATCAACAGCTGC 3' 423 pb 160 
anlisense (a) 5' GA TTCGGCACTTCAGGAG 3' -
c-fos 
sense 220-237 5' AGCTCTGCTTCACAGCGC 3' 425 pb 165 
antisense 
1378-1396 5' GGCCTCCTGTCATGGTCTT 3' 
TGFP1 
sense 1213- 1232 5' CAAGCAGAGTACACACAGCA 3' 443 pb 30 
antisense 1636-1655 5' GATGCTGGGCCCTCTCCAGC 3' 
TGFp2<bl 
sense 604-627 5' TCCAAAGA TTT AACATCTCCAACC 3' 310 pb 94 
anlisense 890-913 5' TCCCACTG I I I I I I I I CCTAGTGG 3' 
TGFP3 
sense 660-680 5' GCTTCAA TGTGTCCTCAGTGG 3' 323 pb 156 
antisense 961-982 5' TTCCAGGATATCTCCA TTGGGC3' 
P2MG 
sense 943-1356 5' ATCCAGCGTACTCCAAAGA TTCAG 3' 623 pb 58 
antísense 3826-3850 5' AAA TTGAAAGTT AACTT ATGCACGC 3' 
P2MG = beta2-microglobulina; pb = pares de bases. 
<a> na referência original160 não há numeração para os nucleotrdeos, mas os primers 
correspondem à região que codifica os aminoácidos 52-58 (sense) e 1~8-193 (antisense). 
(bl dados preliminares 
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Tabela 2-5 
Resumo do protocolo de PCR para amplificação de cO NA utilizando 11 hot start". 
Com exceção do cDNA, todos os reagentes foram reunidos inicialmente num 
"mix", que foi agitado suavemente e pipetado nos tubos. Cada tubo recebeu 38;.Ll do 
mix inicial e 10 ,ul do mix "pós hot start", que continha a Taq polimerase. 
Mix Inicial Pós-Hot Start Vol. Final Cone. Final 
Água 32,8 J.LI 3,45 J.LI 36,25 J.LI 
Tampão 10x 4 J.!l 1 J.!l 5 J.!l 1x 
MgCI2 50 mM 1,2 J.!l 0,3 J.!l 1,5 J.!l 1,5mM 
dNTP mix (10mM cada) 1 J.!l 1 J.!l 0,2mM 
Primer 1 (1 O J.LM) 2 J.LI 2 J.!l 0,4 J.LM 
Primer 2 ( 1 O J.LM) 2 J.!l 2 J.!l 0,4J.LM 
cDNA 2 J.!l 2 J.!l 1:25 
Taq Polimerase (5 UIIJ.LI) 0,25 J.!l 0,25 J.LI 25 mUI/J.LI 
Pipetagem 40 !11 10 !11 50 !11 
Os volumes se referem a cada reação de 50 J.LI 
Programação dos Ciclos de PCR 
As reações de PCR foram conduzidas numa máquina de ciclos térmicos 
modelo PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown MA, USA). Adotou-se em todos 
os casos a temperatura de 94°C para desnaturação e de 72°C para extensão. A 
temperatura de hibridização (annealing), os tempos de cada etapa e o número de 
ciclos foram padronizados para cada fragmento a ser amplificado. Os protocolos 
utilizados neste trabalho estão resumidos na tabela 2-6. A seguir será descrito o 
processo de validação e padronização dos protocolos adotados. 
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TABELA 2-6 
Programação adotada para os ciclos de PCR. Os protocolos foram ajustados a partir 
do modelo proposto na referência bibliográfica citada. 
Gene Desnaturação Hibridização Extensão Ciclos Extensão Ref. 
Final 
PRL 94°C 30" 55°C 3 min 72°C 3 min 30 72°C 7 min 111 
c-fos 94°C 30" 54°C 45" 72°C 90" 30 72°C 5 min 130 
TGF~1 94°C 90" 58°C 2 min 72°C 3 min 35 72°C 9 min 21 
TGF~2* 94°C 90" 58°C 2 min 72°C 3 min 35 72°C 9 min 21 
TGF~3 94°C 90" 58°C 2 min 72°C 3 min 35 72°C 9 min 21 
~2MG 94°C 1 min 55°C 1 min 72°C 1 min 30 72°C 5 min 155 
*dados preliminares 
Padronização da PCR para PRL 
O gene da PRL humana possui 5 exons e 4 introns, o que permitiu situar 
os primers sense e antisense nos exons 3 e 5, respectivarnente160• O fragmento de 
cDNA amplificado possui 423 pares de bases (pb) e abrange quatro transições 
intron-exon, aumentando a especificidade do método. 
Como mostra a figura 2-4, a quantidade mínima de cDNA para a 
amplificação do fragmento de 423 pb correspondente ao m.RNA da PRL foi 2 ng. 
O produto final foi significativamente aumentado quando se partiu de 4 ng de 
cDNA, mas não houve ganho quando se partiu de 10 ng de cDNA. Ao contrário, 
o excesso de template pode ter inibido a ação da Taq polimerase, como adverte o 
próprio fabricante da enzima. O número mínimo de ciclos necessários para 
amplificar o fragmento desejado partindo de 4 ng de cDNA foi 30, como mostra a 
mesma figura. O produto obtido foi proporcional ao número de ciclos até tender 
à saturação, com 35 ciclos. Com base nesses achados, optamos por amplificar as 
amostras em 30 ciclos partindo de 4 ng de cDNA. 
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ciclos 
Padronização da PCR para determinação dos níveis de mRNA da PRL em uma 
placenta a termo. A curva de quantidades de cDNA foi feita com 30 ciclos de PCR e 
a curva de número de ciclos foi feita com 4 ng de cDNA. As barras representam a 
densitometria das bandas de 423 pb, expressa em unidades arbitrárias. 
Padronização da PCR para c-fos 
O primer sense foi situado numa região não traduzida do c-los humano, 
que precede o primeiro exon, enquanto o primer antisense foi localizado no 
segundo exon165. O fragmento de cDNA amplificado possui 425 pb e inclui três 
áreas de transição intron-exon. 
A figura 2-5 mostra que a partir de 2 ng de cDNA já foi possível detectar a 
expressão gênica do c-los, sendo que o produto obtido foi significativamente 
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maior com 4 ng e atingiu um platô com 10 ng de cDNA. A número de ciclos de 
PCR influenciou o produto final numa proporção geométrica na faixa estudada, 
que variou de 25 a 35 ciclos. Com base nesses achados, optamos por amplificar as 
amostras em 30 ciclos partindo de 4 ng de cDNA. 
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Ciclos de PCR 
Padronização da PCR para determinação dos níveis de mRNA do c-fos no 
endométrio humano. A curva de quantidades de cDNA foi feita com 30 ciclos de 
PCR e a curva de número de ciclos foi feita com 4 ng de cDNA. As barras 
representam a densitometria das bandas de 425 pb, expressa em unidades 
arbitrárias. 
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Padronização da PCR para TGFf31 
Os primers foram desenhados para amplificar um fragmento de 443 pb 
localizado anteriormente à região codificadora do peptídeo maduro, no único 
exon do gene do TGF131 humano 30. 
A figura 2-6 mostra que a quantidade mínima de cDNA necessária para a 
amplificação do fragmento desejado foram 2 ng, havendo um incremento 
gradual no produto amplificado a partir de 4 e 10 ng, sucessivamente. No 
intervalo de 25 a 40 ciclos de PCR obteve-se um resultado diretamente 
proporcional ao número de ciclos utilizados. 
Com base nesses achados, optamos por amplificar as amostras em 35 
ciclos partindo de 4 ng de cDNA. 
Padronização da PCR para TGFf32 (dados preliminares) 
Os primers delimitam um fragmento de 310 pb localizado anteriormente à 
região codificadora do peptídeo maduro, no único exon do gene do TGFp2 
humano 94. 
A figura 2-7 ilustra a proporção entre a quantidade de cDNA inicial e o 
produto da amplificação, quando se utilizaram 2, 5 ou 10 ng de cDNA. No 
intervalo de 30 a 40 ciclos de PCR obteve-se um resultado diretamente 
proporcional ao número de ciclos utilizados. Com base nesses achados, optamos 
por amplificar as amostras em 35 ciclos partindo de 4 ng de cDNA. 
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FIGURA 2-6 
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Ciclos de PCR 
Padronização da PCR para determinação dos níveis de mRNA do TGFjJl em uma 
placenta a termo. A curva de quantidades de cDNA foi feita com 35 ciclos de PCR e 
a curva de número de ciclos foi feita com 4 ng de cDNA. As barras representam a 
densitometria das bandas de 443 pb, expressa em unidades arbitrárias. 
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Padronização da PCR para determinação dos níveis de mRNA do TGF jJ2 em uma 
placenta a termo. A curva de quantidades de cDNA foi feita com 35 ciclos de PCR e 
a curva de número de ciclos foi feita com 4 ng de cDNA. As barras representam a 
densitometria das bandas de 310 pb, expressa em unidades arbitrárias. 
Padronização da PCR para TGF~3 
Os primers foram desenhados para amplificar um fragmento de 323 pb 
localizado no único exon do gene do TGFP3 humano l56. 
A figura 2-8 mostra que o fragmento correspondente ao TGFP3 pode ser 
amplificado a partir de apenas 1 ng de cDNA, havendo um aumento substancial 
do produto obtido com 4 ou 10 ng de cDNA, sucessivamente. O produto 
amplificado foi visível com 25 ciclos e aumentou substancialmente com 35 ciclos, 
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mas a partir daí não houve ganho adicional. Com base nesses achados, optamos 
por amplificar as amostras em 35 ciclos partindo de 4 ng de cDNA. 
FIGURA 2-8 
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Cldos de PCR 
Padronização da PCR para determinação dos níveis de mRNA do TGF fJ3 em uma 
placenta a termo. A curva de quantidades de cDNA foi feita com 35 ciclos de PCR e 
a curva de número de ciclos foi feita com 4 ng de cDNA. As barras representam a 
densitometria das bandas de 323 pb, expressa em unidades arbitrárias. 
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Padronização da PCR para ~2-Microglobulina 
Por mais precisa que seja a quantificação do RNA, se as amostras em 
estudo tiverem sido processadas com diferença mínima na quantidade de RNA 
total (e, conseqüentemente, na quantidade de cDNA) o resultado final pode ser 
influenciado por essa diferença de massa, distorcendo as conclusões sobre a 
expressão de um gene específico. Por isso, todas as amostras foram também 
amplificadas para PTmicroglobulina, um gene de expressão universal que não é 
influenciado por estímulos hormonais155. 
O gene da P2-microglobulina possui quatro exons. O primer sense está 
situado entre o primeiro e o segundo exon, e o primer antisense está situado no 
quarto exon, delimitando um fragmento de 623 pb58. 
Na figura 2-9 observa-se que o produto da PCR, detectável já a partir de 2 
ng de cDNA, aumenta consideravelmente quando se parte de 4 ng e tende ao 
platô quando se utilizam 10 ng de cDNA. O produto obtido também foi 
proporcional ao número de ciclos no intervalo de 25 a 35 ciclos. 
Com base nesses achados, optamos por amplificar as amostras em 30 
ciclos partindo de 4 ng de cDNA. 
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Padronização da PCR para determinação dos níveis de mRNA da j}z-
microglobulina em uma placenta a termo. A curva de quantidades de cDNA foi 
feita com 30 ciclos de PCR e a curva de número de ciclos foi feita com 4 ng de 
cDNA. As barras representam a densitometria das bandas de 623 pb, expressa em 
unidades arbitrárias. 
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Controles de Sensibilidade e Especificidade 
A avaliação do mRNA por RT-PCR é um método semi-quantitativo 
altamente sensível e específico. Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados 
em todos os experimentos para garantir a confiabilidade tanto dos resultados 
positivos quanto dos negativos. No caso dos resultados positivos, é preciso 
comprovar que o fragmento amplificado efetivamente corresponde à seqüência 
gênica desejada, que a amplificação não ocorreu a partir de DNA genômico 
contaminante e que o resultado não foi distorcido por diferenças na quantidade 
inicial de cDNA introduzida na reação. 
Todos esses cuidados foram tomados no presente trabalho. A 
especificidade dos fragmentos amplificados é atestada pela estrutura dos 
primers, cuja seqüência de n nucleotídeos tem uma probabilidade insignificante 
(1/4n) de se repetir em qualquer outro ponto do genoma, e pelo peso molecular, 
estimado pela posição dos marcadores na eletroforese. Na fase de síntese do 
cDNA, foram preparadas reações com RNA de endométrio e placenta em que se 
omitiu a transcriptase reversa. O produto dessas reações foi usado em lugar do 
cDNA para servir de controle negativo em todas as séries de PCR. 
A não interferência de DNA genôrnico foi também assegurada pelo 
posicionamento dos primers, delimitando sempre que possível áreas de transição 
intron-exon. Quando os dois primers estavam localizados em exons diferentes, o 
fragmento resultante da amplificação de DNA genôrnico deveria ter peso 
molecular maior que o esperado, pois incluiria pelo menos um intron. Quando, 
além disso, pelo menos um primer pertencia simultaneamente a dois exons, sua 
ligação ao DNA genôrnico seria incompleta e a amplificação inviável. Quanto à 
interferência da quantidade de cDNA total introduzida na reação, procuramos 
corrigir todos os resultados em função da Pz-rnicroglobulina. 
No caso dos resultados negativos, é preciso comprovar que os 
equipamentos e reagentes utilizados, inclusive o cDNA, estavam em boas 
condições. A confiabilidade dos nossos resultados negativos vem do fato de que 
CAPÍTULO 2 - MATERIAL E MÉTODOS 63 
------------------------~~~~~--------------
todas as reações de PCR em que não se obteve produto visível haviam sido feitas 
simultaneamente a outras em que o resultado foi positivo. Os reagentes eram os 
mesmos e foram preparados na forma de mix, o que exclui a possibilidade de 
erro de pipetagem acometendo apenas alguns tubos. O cDNA havia sido testado 
e havia permitido a amplificação de outros fragmentos, como o da ~2-
microglobulina. A possibilidade de falha decorrente de condições particulares do 
tubo de ensaio é remota porque todas as reações com resultado negativo foram 
repetidas e confirmadas. 
Visualização e Quantificação dos Produtos de PCR 
Os produtos de PCR foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 
para permitir a identificação dos fragmentos amplificados134. O gel foi preparado 
a 1,5% para observação de fragmentos de 400-600 pb ou a 2% para fragmentos 
de peso molecular inferior. A agarose foi diluída em tampão TBE (tris 0,089 M, 
ácido bórico 0,089 Me EDTA 0,002 M) e aquecida até o ponto de ebulição. Uma 
vez resfriada a solução a 50°C, acrescentou-se brometo de etídio (5 J.ll de uma 
solução de 10 mg/ml para cada 100 ml de gel). Após a polimerização à 
temperatura ambiente, numa bandeja de acrílico, o gel foi alojado na cuba de 
eletroforese contendo tampão TBE. 
Uma alíquota de 15 J.ll do produto da PCR foi associada a 4 J.ll do tampão 
de aplicação (azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25% e glicerol 30%) e 
depositada no gel. Como marcador de peso molecular, utilizou-se o DNA do 
fago 'A. digerido pela enzima de restrição Hindlil. A eletroforese foi feita a 100 V 
durante 1 hora. 
O gel foi visualizado e fotografado através de transiluminação por raios 
ultravioleta, no sistema de fotografia ImageMaster VDS® (Pharmacia Biotech). A 
imagem digitalizada foi exportada para um microcomputador e as bandas 
específicas foram delimitadas e quantificadas por densidade óptica, utilizando o 
software de processamento de imagens ImageMaster VDS. 
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Análise Estatística 
Os resultados foram expressos como razão de unidades densitométricas, 
tendo como numerador a expressão do gene em estudo e como denominador a 
expressão de ~2-microglobulina. O histograma dos valores densitométricos 
mostrou uma distribuição irregular, incompatível com a curva normal. Por isso, 
os dados são expressos como mediana ± intervalo interquartil. A comparação 
entre grupos foi feita por ANOVA de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Dunn. 
Correlações entre os valores densitométricos e as dosagens hormonais foram 
feitas pelo coeficiente de correlação de postos de Spearman. As diferenças ou 
correlações com valor de p<O,OS foram consideradas significativas. 
3 
Resultados 
Características gerais da amostra 
O estudo incluiu pacientes com idades variando entre 22 e 46 anos (média 
± desvio padrão = 36,4 ± 6,5 anos), índice de massa corporal variando de 18,7 a 
33,3 kg/m2 (24,5 ± 3,4 kg/m2), história de zero a 8 partos (2,3 ± 1,7 partos) e 
ciclos menstruais com duração média de 21 a 37 dias (28,5 ± 4,1 dias). 
Das 46 pacientes randomizadas, 4 foram excluídas do estudo a posteriori 
por terem recebido MPA na fase folicular (ver fluxograma no Cap. 2), e 5 não 
retornaram para a biópsia de endométrio. Após a datação do endométrio, as 
pacientes foram reclassificadas em três grupos: endométrio proliferativo/placebo 
(grupo 1), endométrio secretor /placebo (grupo 2) e endométrio secretor/MPA 
(grupo 3). A tabela 3-1 mostra que as 37 pacientes submetidas à biópsia de 
endométrio e coleta de sangue ficaram assim distribuídas: grupo 1, n=ll; grupo 
2, n=18; grupo 3, n=8. 
No processo de extração do RNA foram perdidas 18 das 37 das amostras, 
determinando que o estudo da expressão gênica fosse feito numa subamostra 
assim constituída: grupo 1, n=7; grupo 2, n=6; grupo 3, n=6. Como ilustra a 
figura 3-1, não houve diferença significativa entre os três grupos experimentais 
quanto à idade, índice de massa corporal, paridade ou duração dos ciclos 
menstruais, seja na amostra completa, seja na subamostra submetida a análise do 
mRNA. 
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Confirmação do uso correto do MP A 
Todas as pacientes devolveram os frascos vazios e confirmaram ter usado 
o medicamento de acordo com a prescrição. Nenhuma paciente relatou efeitos 
colaterais do MP A. Todas as 8 biópsias evidenciaram endométrio secretor, sendo 
4 com padrão característico da fase secretora intermediária e 4 com padrão 
secretor tardio. Os níveis séricos de progesterona no grupo tratado com MP A 
também estavam reduzidos (Fig. 3-2), indicando um possível efeito anovulatório 
e/ou luteolítico da droga. 
TABELA 3-1 
Número de pacientes randomizadas na fase folicular e na fase lútea para receber 
placebo ou MPA e de pacientes submetidas à biópsia de endométrio e dosagens 
hormonais em cada estrato. Distribuição das pacientes nos grupos 1 (proliferativo I 
placebo), 2 (secretor I placebo) e 3 (secretor IMPA), classificados após datação do 
endométrio, e número de pacientes submetidas a análise do mRNA em cada grupo. 
Estrato Randomizadas Biópsia de Grupo Histologia e Análise de 
(Tratamento) Endométrio (Tratamento) Hormônios mRNA 
Fase Folicular 1. Proliferativo 
(Piacebo) 12 10 (Piacebo) 11 7 
Fase Lútea 2. Secretor 
(Piacebo) 20 19 (Piacebo) 18 6 
Fase Lútea 3. Secretor 
(MPA) 10 8 (MPA) 8 6 
Total* 42 37 Total 37 19 
*excluídas as 4 pacientes da fase folicular/MPA 
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Prolif Secretor MPA 
Idade, índice de massa corporal (IMC), paridade e duração média dos ciclos 
menstruais nos grupos Proliferativojplacebo, Secretorjplacebo e Secretor/MPA. As 
barras representam a média ± erro padrão da média na amostra completa (barras 
claras) e na subamostra submetida a análise do mRNA (barras hachuradas). Não 
houve diferença estatisticamente significante entre as médias (ANO V A). 
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Prolactina 
Prolif Secretor MPA 
Níveis séricos de estradiol, progesterona e PRL nos três grupos experimentais. As 
colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais representam a 
mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90. *p<O,OS vs grupos 1 
(proliferativo) e 3 (MPA); ANOVA de Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 
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Níveis séricos de estradiol, progesterona e prolactina 
Como ilustra a figura 3-2, os níveis de estradiol tiveram maior dispersão e 
atingiram valores mais altos na fase proliferativa, mas os valores médios não 
foram significativamente diferentes entre os três grupos experimentais. Já as 
concentrações de progesterona e a relação progesterona/ estradiol foram muito 
superiores no grupo 2 (secretor) em relação aos demais. Os níveis séricos de PRL 
ficaram restritos aos valores de referência para a população normal e não foram 
diferentes entre os três grupos estudados. 
Prolactina Endometrial 
PRL Imunorreativa 
A expressão de PRL detectada pela imuno-histoquímica foi distribuída 
tanto pelo estroma quanto pelo epitélio glandular (Fig. 3-3). A proporção de 
pacientes que apresentaram imunocoloração para PRL no epitélio glandular foi 
de apenas 9,1% no grupo 1, aumentando para 55,6% no grupo 2 e 100% no grupo 
3 (p<0,05). No estroma endometrial, a PRL foi detectada em 9,1% das pacientes 
do grupo 1, 66,7% do grupo 2 e 87,5% do grupo 3 (p<0,01; Fig. 3-4). 
Observou-se um nítido crescimento da freqüência de amostras 
imunopositivas para PRL no decorrer da diferenciação do endométrio (Fig. 3-5). 
No epitélio, esta freqüência aumentou de 42,9% no endométrio secretor inicial 
para 100% no secretor tardio (x? = 13,3; gl = 1; p = 0,0003). No estroma, a 
proporção de amostras positivas para PRL aumentou de 71,4% no grupo secretor 
inicial para 100% no secretor tardio (x_2 = 9,3; gl = 1; p = 0,002). O aparecimento 
de PRL coincidiu com a elevação dos níveis de progesterona na fase secretora 
inicial, mas sua expressão continuou aumentando em paralelo com a 
diferenciação do endométrio mesmo após a estabilização e a queda pré-
menstrual dos níveis de progesterona (Fig. 3-5). 
EIGURA J:J 
Fotomicrografias mostrando tecido endometrial corado por imuno-llistoquímica 
para PRL. N = controle negativo, Pr = endatnétrio proliferativoj placebo; 
5 =endométrio secretor/ placebo; MP A =endométrio secretor/ MP A. 
A coloração castanha indica a presença de PRL (aumento de 400x). 








Q) 60 "O 
(ij 50 :::1 c 40 














:::1 c 40 





PRL - epitélio 
* * 
Prolif. Secretor MPA 
PRL - estroma 
* * 
Prolif. Secretor MPA 
lmunocoloração para PRL 
t=J Ausente 
~ Presente 
Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloração para PRL no epitélio 
glandular e no estroma endometrial, nos três grupos experimentais. *p<O,OS vs 
grupo 1 (proliferativo); teste exato de Fisher. 
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FIGURA 3-5 
Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloração para PRL no epitélio 
glandular e no estroma em etapas sucessivas da diferenciação endometrial. As 
pacientes de todos os grupos experimentais foram reagrupadas em endométrio 
proliferativo inicial (Pl), proliferativo intermediário (P2), secretor inicial (51), 
secretor intermediário (52) e secretor tardio (53). Os valores de z2 foram calculados 
para a associação linear entre as variáveis (teste de Mantel-Haenszel, gl = 1). Os 
níveis séricos de progesterona nas respectivas fases do ciclo são expressos como 
medianas. 
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mRNA da PRL no endométrio 
A presença de rnRNA para PRL foi detectada com baixa intensidade no 
endométrio proliferativo, aumentando moderadamente no endométrio secretor 
(placebo) e substancialmente no grupo tratado com MPA (p<O,OS; Fig. 3-6). 
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FIGURA J-6 
RT-PCR diz PRL no endométrio humano. O fragmento de 423 pb, analisado em gel 
de agarose, corresponde ao mRNA diz PRL nos grupos proliferativo (linhas 1 a 7), 
secretor (linhas 8 a 13) e MPA (linhas 14 a 19). N= controle negativo. A 
quantificação dizs bandizs (unidizdes arbitrárias) foi corrigidiz pela expressão da /32-
microglobulina. As colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais 
representam a mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90. *p<O,OS 
vs grupos proliferativo e secretor (ANO VA de Kruskal-Wallis e teste de Dunn). 
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c-fos 
Proteína fos Imunorreativa 
Como ilustra a figura 3-7, a imunocoloração específica para a proteína los 
foi observada predominantemente no estroma do endométrio proliferativo. A 
proporção de pacientes com predomínio de células positivas para c-los no 
estroma endometrial foi de 54,5% no grupo 1, caindo para 7,1% no grupo 2 e 0% 
no grupo 3 (p<0,05; Fig. 3-8). 
A expressão de c-los se intensificou à medida que avançava a proliferação 
endometrial. No i.níào da fase proliferativa, predominaram amostras com 
pequena concentração focal de células positivas para c-los, ao passo que na fase 
proliferativa intermediária predominaram as amostras repletas de células 
imunopositivas (Fig. 3-9). A presença de c-los foi quase inteiramente suprimida 
no endométrio secretor, coinàdindo com o aumento da relação progesterona/ 
estradiol (Fig. 3-9). 
A figura 3-10 mostra que a expressão de c-los no estroma endometrial foi 
diretamente proporàonal aos níveis séricos de estradiol (r= 0,373; p= 0,033). A 
relação progesterona/ estradiol, excluído o grupo MPA (que tinha níveis baixos 
de progesterona mas estava sob o potente efeito progestínico da droga) 
apresentou uma correlação inversa com a expressão de c-los no endométrio (r= 
-0,534; p= 0,006). 
mRNA do c-fos no endométrio 
A figura 3-11 mostra que a presença de mRNA do c-los foi muito maior no 
endométrio proliferativo que no endométrio secretor, estando este último sob 
efeito de placebo ou MP A. À semelhança do que ocorreu com a proteína los 
imunorreativa, a concentração de mRNA do c-los foi diretamente proporcional 
aos níveis séricos de estradiol (r= 0,560; p=0,016) e inversamente proporàonal à 
relação progesterona/ estradiol (r= -0,560; p=0,046; Fig. 3-12). 
FIGURA J=7 
Fotomicrografias mostrando tecido endometrial corado por imuno-histoquímica 
para c-Jos. N = controle negativo, Pr =endométrio proliferativof placebo; 
S =endométrio secretor/ placebo; MP A = endométrio secretor/ MP A. 
A coloração castanha nos núcleos indica a presença de c-fos (aumento de 400x). 
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FIGURA J-8 
Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloração para c-fos no epitélio 
glandular e no estroma endometrial, nos três grupos experimentais. *p<O,OS vs 
grupo 1 (proliferativo); teste exato de Fisher. 
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Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloração para c-fos no epitélio 
glandular e no estroma em etapas sucessivas diz diferenciação endometrial. As 
pacientes de todos os grupos experimentais foram reagrupadils em endométrio 
proliferativo inicial (P1), proliferativo intermediário (P2), secretor inicial (51), 
secretor intermediário (52) e secretor tardio (53). Os valores de z2 foram calculados 
para a associação linear entre as variáveis (teste de Mantel-Haenszel, gl = 1). Os 
níveis séricos de estradiol e a relação progesterona/estradiol (excluído o grupo 
MP A) nas respectivas fases do ciclo são expressos como medianas. 
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FIGURA 3-10 
Correlação entre a imunocoloração para c-fos no endométrio (ausente, rara ou 
freqüente) e os níveis séricos de estradiol (nos três grupos experimentais) ou a 
relação progesterona/estradiol (nos grupos proliferativo e secretor/placebo). r = 
coeficiente de correlação de postos de Spearman. As barras horizontais indicam as 
medianas. 
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Proliferativo Secretor MPA 
RT-PCR do c-fos no endométrio humano. O fragmento de 425 pb, analisado em gel 
de agarose, corresponde ao mRNA do c-fos nos grupos proliferativo (linhas 1 a 7), 
secretor (linhas 8 a 13) e MPA (linhas 14 a 18). N= controle negativo. A 
quantificação das bandas (unidades arbitrárias) foi corrigida pela expressão da /32-
microglobulina. As colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais 
representam a mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90. *p<O,OS 
vs grupo proliferativo (ANO VA de Krusla:ll-Wallis e teste de Dunn). 
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Correlação entre a concentração de mRNA para c-fos e os níveis séricos de estradiol 
(nos três grupos experimentais) ou a relação progesteronajestradiol (nos grupos 
proliferativo e secretor/placebo). r= coeficiente de correlação de postos de Spearman. 
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Fator de Crescimento TGF~l 
TGF jJ1 imunorreativo 
Como ilustra a figura 3-13, a imunocoloração para TGFP1 predominou no 
estroma endometrial, mas também foi observada no epitélio glandular em 20% 
das amostras do grupo proliferativo e em 40% das amostras do grupo MP A (fig. 
3-14). Não houve diferença significativa na expressão de TGFP1 observada nos 
três grupos experimentais. 
mRNA do TGFjJl no endométrio 
A concentração de mRNA para TGFP1 apresentou grande variação 
individual, mas os níveis médios foram similares nos três grupos, como ilustra a 
figura 3-15. 
Fator de Crescimento TGF~2 (dados preliminares) 
mRNA do TGF{J2 no endométrio 
Como mostra a figura 3-16, houve um aumento progressivo na 
concentração do mRNA para TGFP2 nos grupos 1, 2 e 3, sucessivamente. 
Quando comparados os grupos 1 (proliferativo) e 3 (MP A), observa-se que a 
concentração do mRNA para TGFP2 foi duplicada no grupo tratado com MP A, 
ficando esta diferença no limiar de significância estatística (p=0,058; teste de 
Mann-Whitney). 
FIGURA 3-13 
Fotomicrograjias mostrando teddo endometrial corado por imuno-histoquímica 
para TGF(31. N =controle negativo, Pr =endométrio proliferativoj placebo; 
S =endométrio secretorjplacebo; MPA =endométrio secretor/ MP A. 
A coloração castanha indica a presença de TGF(31 (Pr e S, aumento de 200x; 
N e MPA, 400x). 
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FIGURA 3-14 
Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloraçiio para TGFPJ. no epitélio 
glandular e no estroma endometrial, nos três grupos experimentais. Os resultados 
não foram estatisticamente diferentes (teste do x2). 
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FIGURA 3-15 
RT-PCR do TGFpJ. no endométrio humano. O fragmento de 443 pb, analisado em 
gel de agarose, corresponde ao mRNA do TGF Pl nos grupos proliferativo (linhas 1 
a 6), secretor (linhas 7 a 11) e MPA (linhas 12 a 17). N= controle negativo. A 
quantificação das bandas (unidades arbitrárias) foi corrigida pela expressão da [Jz-
microglobulina. As colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais 
representam a mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90. 
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Proliferativo Secretor MPA 
RT-PCR do TGFP2 no endométrio humano. O fragmento de 310 pb, analisado em 
gel de agarose, corresponde ao mRNA do TGF P2 nos grupos proliferativo (linhas 1 
a 7), secretor (linhas 8 a 13) e MPA (linhas 14 a 17). N= controle negativo. A 
quantificação das bandas (unidades arbitrárias) foi corrigida pela expressão da fh-
microglobulina. As colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais 
representam a mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90. *p=0,058 
vs grupo proliferntivo (teste de Mann-Whitney). 
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Fator de Crescimento TGF~3 
TGF f33 imunorreativo 
A presença de TGF~3 foi detectada com maior intensidade no epitélio 
luminar e glandular (Fig. 3-17). A proporção de pacientes que apresentaram 
imunocoloração para TGF~3 no epitélio glandular foi de apenas 9,1% no grupo 1, 
aumentando para 41,2% no grupo 2 e 87,5% no grupo 3 (x2 = 15,4; gl = 4; 
p=0,004). No estroma endometrial, o TGF~3 foi detectado em 9,1% das pacientes 
do grupo 1, 5,9% do grupo 2 e 62,5% do grupo 3 (x2 = 10,6; gl = 2; p=0,005; Fig. 3-
18). 
Como ilustra a figura 3-19, a expressão de TGF~3 no epitélio glandular foi-
se tomando mais freqüente no decorrer da diferenciação do endométrio secretor 
(x2 = 7,9; gl = 1; p = o,004). 
mRNA do TGFf33 no endométrio 
Na fase proliferativa houve maior heterogeneidade na expressão gênica 
de TGF~3: algumas pacientes tiveram expressão muito baixa e outras ficaram no 
mesmo patamar da fase secretora. A figura 3-20 mostra uma tendência de 
aumento do mRNA para TGF~3 nos grupos 2 e 3, comparados ao grupo 1. 
Quando as pacientes foram redistribuídas de acordo com a biópsia endometrial 
em 5 grupos (proliferativo inicial e intermediário, secretor inicial, intermediário e 
tardio) houve uma correlação direta (r = 0,437; p=0,08) entre o mRNA para 
TGF~3 e a datação endometrial. 
FIGURA J::l7 
Fotomicrografias mostrando tecido endometrial corado por imuno-histoquímica para 
TGFJ33. N = controle negativo, Pr = endométrio proliferativoj placebo; 
S =endométrio secretor/ placebo; MPA = endométrio secretor/ MP A. 
A coloração castanha indica a presença de TGFf33 (aumento de 400x). 
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FIGURA 3-18 
Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloração para TGF/]3 no epitélio 
glandular e no estroma endometrial, nos três grupos experimentais. Os valores de 
z2 foram calculados pelo log-likelihood ratio. 
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Percentual de pacientes que apresentaram imunocoloração para TGF/]3 no epitélio 
glandular e no estroma em etapas sucessivas da diferenciação endometrial. As 
pacientes de todos os grupos experimentais foram reagrupadas em endométrio 
proliferativo inicial (Pl), proliferativo intermediário (P2), secretor inicial (51), 
secretor intermediário (52) e secretor tardio (53). Os valores de z2 foram calculados 
para a associação linear entre as variáveis (teste de Mantel-Haenszel, gl = 1). 
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FIGURA 3-20 
RT-PCR do TGFfJ3 no endométrio humano. O fragmento de 323 pb, analisado em 
gel de agarose, corresponde ao mRNA do TGF fJ3 nos grupos proliferativo (linhas 1 
a 7), secretor (linhas 8 a 13) e MPA (linhas 14 a 18). N= controle negativo. A 
quantificação das bandas (unidades arbitrárias) foi corrigida pela expressão da /}2-
microglobulina. As colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais 
representam a mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90. 
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l32-microglo bulina 
mRNA da l32-microglobulina no endométrio 
Como ilustra a figura 3-21, o produto de RT-PCR correspondente ao 
mRNA da Prmicroglobulina foi semelhante nos três grupos experimentais. 
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FIGURA 3-21 
RT-PCR da /32-microglobulina no endométrio humano. O fragmento de 623 pb, 
analisado em gel de agarose, corresponde ao mRNA da /32-microglobulina nos 
grupos proliferativo (linhas 1 a 7), secretor (linhas 8 a 13) e MPA (linhas 14 a 19). 
N= controle negativo. A quantificação das bandas é expressa em unidades 
arbitrárias. As colunas delimitam o intervalo interquartil, as linhas horizontais 
representam a mediana e as barras verticais indicam os percentis 10 e 90, enquanto 
o drculo indica um valor abaixo do percentilS. 
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Discussão 
As alterações morfológicas por que passa o endométrio humano ao longo 
do ciclo menstrual são conhecidas de longa data e foram sistematizadas para 
aplicação clínica há 48 anos no trabalho clássico de Noyes, Hertig & Rock que 
inaugurou a revista Fertih"ty & Sterih"tjl10. O mesmo não acontece com as alte-
rações funcionais, que ainda são apenas parcialmente conhecidas e não nos per-
mitem substituir a biópsia endometrial por testes bioquímicos menos invasivos, 
capazes de indicar o grau de proliferação e diferenciação do tecido37. Além da 
aplicação diagnóstica, o conhecimento dos mecanismos moleculares que coorde-
nam o crescimento, a decidualização e a renovação do endométrio nos daria a 
base fisiológica para explorar a fisiopatologia dos distúrbios menstruais, das 
hiperplasias e neoplasias do endométrio, da endometriose e de muitos casos de 
infertilidade sem causa aparente. 
Nas últimas décadas, foram sendo identificados indutores de proliferação 
celular, como EGF e TGFa,20,59,66 e marcadores bioquímicos da diferenciação do 
endométrio, com destaque para a PRL- cuja secreção in vitro reflete a transfor-
mação morfofuncional das células estromais expostas a estímulo progestogênico 
continuado148,l72 - e a IGFBP-1, secretada por células adequadamente estimula-
das pela progesterona ou por um de seus agonistas5l,l46,l47. Esses estudos sempre 
adotaram os seguintes paradigmas: (1) alterações da bioquímica endometrial ao 
longo do ciclo menstrual se devem aos efeitos do estradiol e da progesterona 
sobre o endométrio; (2) o efeito de esteróides e citocinas sobre células 
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endometriais ou deciduais cultivadas corresponde ao efeito das mesmas 
substâncias sobre o endométrio e a decídua in vivo. Esses paradigmas, embora 
bem fundamentados, têm suas limitações conceituais. Em animais de laboratório, 
a maior liberdade de administrar drogas e recolher amostras de tecido impul-
sionou estudos elegantes que demonstraram, com muita segurança, o efeito de 
esteróides sexuais sobre a síntese de hormônios e citocinas no endomé-
trio23,85,108,l09. As dificuldades éticas e operacionais têm limitado muito essa 
abordagem em seres humanos, o que possivelmente explicaria a freqüente dis-
cordância entre resultados de diferentes estudos. 
Por isso, é importante destacar que o presente trabalho é o primeiro a 
adotar a estratégia do ensaio clínico randomizado para avaliar o efeito de um 
progestogênio sobre a produção de PRL, c-los e TGFp no endométrio humano. 
Em função da alta confiabilidade deste delineamento experimental, os resultados 
nos permitiram identificar precisamente quais das proteínas estudadas têm sua 
expressão estimulada ou inibida pelo progestogênio. Também foi possível cor-
relacionar os achados com os níveis de estradiol e progesterona ao longo do ciclo 
menstrual. Além disso, nosso modelo de estudo permitiu caracterizar o efeito 
luteomimético do MP A em relação ao padrão fisiológico da fase secretora, classi-
ficando-o como semelhante ou mais intenso que o efeito da progesterona natural 
secretada pelo corpo lúteo. 
Os resultados aqui apresentados demonstram que o processo de diferen-
ciação do endométrio proliferativo em secretor e sua subseqüente decidualiza-
ção, sob efeito da progesterona, coincide com aumento da transcrição gênica e da 
expressão tecidual de PRL e TGFP3. Ao mesmo tempo, o fim da fase proliferativa 
e a redução relativa dos níveis de estradiol em relação à progesterona resulta na 
diminuição drástica da expressão de c-los no endométrio. Essas transformações 
moleculares associadas ao ciclo menstrual e ao uso de MP A não são apenas epife-
nômenos da diferenciação morfológica do endométrio. Existem fortes indícios de 
que as alterações estruturais e funcionais observadas no ciclo endometrial sejam 
fenômenos indissociáveis, como discutiremos mais adiante. 
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Características gerais da amostra estudada 
Os três grupos de pacientes foram homogêneos quanto às características 
demográficas e ao padrão dos ciclos menstruais, de modo que estes não pode-
riam ser considerados fatores de confusão capazes de influenciar os resultados 
obtidos. Os níveis séricos de PRL também foram semelhantes entre os grupos e 
nenhuma paciente apresentava hiperprolactinemia. Embora a regulação da PRL 
endometrial seja independente da regulação hipofisária53, ainda não existem 
estudos conclusivos sobre o efeito da PRL sistêmica sobre a produção de PRL no 
endométrio. Por isso, preferimos nos assegurar de que nossa amostra não incluía 
pacientes hiperprolactinêmicas. 
Aspectos Metodológicos 
A interpretação dos resultados aqui apresentados deve levar em conta 
alguns aspectos metodológicos que lhes conferem a necessária confiabilidade e 
aplicabilidade externa. Para evitar que os resultados fossem influenciados por 
vieses de seleção, confusão ou interpretação, procuramos aplicar critérios de 
controle de qualidade não apenas no delineamento experimental mas também 
nas técnicas laboratoriais utilizadas. Com isso procuramos evitar resultados 
falsamente positivos ou negativos e adotar critérios que nos permitissem não 
apenas descrever a presença ou ausência do mRNA e da proteína em estudo, mas 
também comparar os indivíduos e os grupos experimentais da forma mais 
objetiva e precisa possível. 
A padronização dos protocolos de imuno-histoquímica foi feita com o 
objetivo de determinar empiricamente as condições mais adequadas para se 
obter coloração especifica e, ao mesmo tempo, diferenciar entre amostras com 
expressão forte ou fraca do antígeno em estudo. Para isso, testamos uma série de 
concentrações do anticorpo primário em tecidos que sabidamente deveriam 
expressar o antígeno (controle positivo). Estes tecidos foram placenta a termo, no 
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caso da PRL e TGF~, e endométrio proliferativo, no caso do c-los. Estabelecida a 
concentração mínima do anticorpo primário capaz de produzir imunocoloração 
nos controles positivos, procuramos trabalhar com concentrações pouco 
superiores à mínima. Evitamos utilizar excesso de anticorpo para reduzir a colo-
ração inespecífica e obter melhor discriminação da intensidade da cor. 
Para saber a dimensão exata da coloração inespecífica, utilizamos corno 
controle negativo os mesmos tecidos que sabidamente expressam o antígeno, 
com a diferença de que o anticorpo primário foi substituído por soro normal da 
mesma espécie. Por exemplo, se o anticorpo primário fosse produzido em coelho, 
seu controle negativo recebia soro normal de coelho. Este detalhe é importante, 
porque o soro normal de outra espécie não teria reagido com o anticorpo 
secundário anti-coelho e isso teria produzido um controle negativo impróprio, 
incapaz de revelar as ligações inespecíficas do anticorpo biotinilado com outras 
proteínas, inclusive imunoglobulinas, presentes na solução do anticorpo 
primário. Muitas amostras que consideramos negativas neste estudo apre-
sentavam uma imunocoloração fraca, semelhante à do controle negativo. Estas 
amostras teriam sido consideradas erroneamente positivas se fossem compara-
das a um controle negativo impróprio, feito sem o soro normal da mesma espécie 
que gerou o anticorpo primário. 
Portanto, quando nos referimos à presença de imunocoloração para PRL, 
c-los ou TGF~ nas biópsias endometriais estamos nos referindo à coloração pro-
duzida somente nos sítios de ligação da imunoglobulina específica (existente 
apenas no soro do animal imunizado com o antígeno em questão), descontada a 
coloração produzida pela ligação do complexo ABC a qualquer outro sítio anti-
gêmeo, inclusive imunoglobulinas inespecíficas. Por outro lado, quando nos 
referimos à ausência de imunocoloração para PRL, c-los ou TGF~ nas biópsias 
endometriais não podemos excluir a existência de quantidades mínimas dessas 
proteínas, mas podemos afirmar que o método imuno-histoquímico tem sensibi-
lidade suficiente para identificar concentrações fisiológicas em tecido humano 
processado de forma idêntica. 
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A avaliação do mRNA por RT -PCR foi feita com os cuidados necessários 
para evitar falsos positivos e falsos negativos, descritos em detalhe no capítulo 2. 
Outro aspecto importante da RT-PCR é que o produto final só é proporcional ao 
número de ciclos até um certo ponto, a partir do qual o sistema fica saturado pelo 
consumo da enzima e dos nucleotídeos. O excesso de ciclos de PCR prejudicaria 
a comparação da expressão gênica entre diferentes indivíduos, pois o sistema 
saturado produziria um número de cópias de cDNA que não guardaria a devida 
proporção com o rnRNA. Quando isso acontece, a reação que começa com mais 
cDNA (indivíduo com maior expressão gênica) esgota os reagentes antes e não 
amplifica mais o produto nos ciclos finais de PCR, enquanto a reação que começa 
com menos cDNA continua a ter o fragmento amplificado nos últimos ciclos, 
distorcendo os resultados. 
Neste trabalho, procuramos utilizar um número de ciclos de PCR inferior 
ao limite de amplificação das reações, mas superior ao mínimo necessário para a 
obtenção de produto visível no gel. Este cuidado nos assegurou a possibilidade 
de comparar as diferentes amostras sem a influência de artefatos corno a satura-
ção dos reagentes por excesso de ciclos ou a baixa sensibilidade por insuficiência 
de ciclos. O número de ciclos adotado em cada protocolo permitiu discriminar 
entre amostras com diferentes concentrações de cDNA, corno atestam as curvas 
de quantidades de cDNA apresentadas no capítulo 2. 
Portanto, ao comparar as medidas densitornétricas dos fragmentos espeó-
ficos de cDNA amplificados por PCR estamos indiretamente comparando, com 
alto grau de confiabilidade, as concentrações iniciais do cDNA de cada paciente 
e, por extensão, as concentrações do rnRNA que deu origem ao cDNA. 
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Prolactina Endometrial 
No presente estudo, a proporção de pacientes com expressão de PRL 
endometrial foi muito maior na fase secretora que na fase proliferativa dos ciclos 
espontâneos, e maior ainda no grupo que usou MP A. O mesmo ocorreu com os 
níveis de mRNA para PRL, que foram especialmente mais altos nas amostras de 
endométrio das pacientes que receberam MPA. Além disso, a proporção de paci-
entes com secreção detectável de PRL no endométrio aumentou gradativamente 
com o avanço da diferenciação endometrial e foi máxima na fase secretora tardia, 
quando os níveis de progesterona já entravam em declínio. Analisados em con-
junto, esses dados reforçam consistentemente a idéia de que a secreção de PRL é 
uma conseqüência da diferenciação das células estromais pela progesterona (ou 
progestogênio). Nossos resultados não permitem excluir a hipótese de que o 
MP A possa induzir a secreção de PRL endometrial nos primeiros dias de estí-
mulo, antes da reação pré-decidual. Os dados provenientes da cultura de células 
estromais148,l72 são frontalmente contrários a esta hipótese, uma vez que a se-
creção de PRL só inicia depois de alguns dias de incubação com MP A e após a 
diferenciação morfológica das células. Essas conclusões têm sido simplesmente 
extrapoladas para o efeito dos progestogênios in vivo, mas não temos conheci-
mento de nenhum experimento clínico que tenha caracterizado a latência da 
secreção endometrial de PRL em pacientes tratadas com MP A. 
Quando observamos a presença de PRL no endométrio secretor, a 
imunorreatividade não se restringiu ao estroma, mas foi observada também no 
epitélio luminar e glandular. Embora este dado possa sugerir que as glândulas 
endometriais também secretem PRL, o mais provável é que elas apenas captem o 
hormônio produzido pelas células estromais adjacentes. Falam a favor desta 
hipótese as evidências fornecidas pela hibridização in situ, em que não se obser-
vou mRNA para PRL nas células epiteliais da decídua,151,152 e pela cultura de 
células epiteliais isoladas, que não secretaram PRL no meio124. Ainda assim, 
nossos dados suscitam a especulação de que talvez a PRL produzida no estroma 
exerça uma função parácrina sobre as glândulas endometriais, regulando a se-
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ereção de muco ou mesmo modulando a proliferação e a renovação do epitélio 
glandular107. 
A presença de PRL foi observada em apenas uma das 11 amostras de 
endométrio proliferativo, mas níveis detectáveis de mRNA para PRL foram 
observados em 4 das 7 amostras estudadas. Esses dados demonstram que a 
transcrição do gene da PRL não é uma exclusividade do endométrio longamente 
exposto à ação da progesterona, contrariando os estudos in vitrcl-8,70,124 e os 
estudos transversais baseados apenas na identificação da PRL, não do seu 
mRNA82,99. Essa discordância poderia ser explicada pela diferença de sensibili-
dade dos métodos, uma vez que a técnica de RT-PCR permite revelar quanti-
dades mínimas de mRNA que não geram necessariamente quantidades 
detectáveis da proteína codificada. A presença do mRNA da PRL no endométrio 
proliferativo, sem a correspondente expressão da proteína, também poderia ser 
explicada pela existência de mecanismos de regulação pós-transcripcional da 
síntese de PRL. 
Portanto, os dados aqui apresentados indicam que a expressão de PRL é 
mínima no endométrio proliferativo, aparece após a ovulação e torna-se mais 
intensa à medida que o endométrio se diferencia durante a fase secretora, po-
dendo ser ampliada pelo MP A para além dos padrões fisiológicos. A presença de 
PRL poderia ser utilizada como mais um indicador da decidualização endome-
trial in vivo, não apenas na avaliação de ciclos espontâneos, mas também no 
controle de pacientes em uso de progestogênio. Como demonstram nossos 
resultados, a época ideal para biópsia com esta finalidade é a fase lútea tardia, 
quando a presença de PRL endometrial é esperada em todas as pacientes ovula-
tórias ou em uso de MP A. 
Além da aplicação diagnóstica, a PRL endometrial poderia servir como 
parâmetro de referência em futuros experimentos envolvendo a diferenciação do 
endométrio humano, por ser um achado sensível, espeáfico e consistentemente 
reproduzível, que confirma a datação endometrial e reforça a confiabilidade das 
técnicas laboratoriais utilizadas. 
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c-fos 
Neste trabalho nos propusemos a avaliar experimentalmente, pela 
primeira vez, o efeito de um esteróide sexual sobre a expressão de c-los no 
endométrio humano. Um estudo transversal divulgado recentemente havia 
sugerido que a expressão de c-los no endométrio humano predomina na fase 
proliferativa em relação à fase secretora do ciclo menstrual e torna-se quase 
indetectável durante a gravidez133. Como o c-los atua como mediador e 
amplificador da ação proliferativa do estrogênio sobre os tecidos alvo, 
especialmente o endométrio103, sua inibição poderia ser um mecanismo chave 
para o efeito antiproliferativo da progesterona nesses tecidos. Nossos dados 
abrem a perspectiva de se estudar o efeito progestogênico de outras drogas, além 
do MP A, tendo como parâmetro não apenas a morfologia do endométrio mas 
também os efeitos moleculares que o protegeriam da proliferação celular 
desordenada, como a inibição do c-los aqui demonstrada. 
A expressão de c-los (mRNA e proteína) foi intensamente reduzida na fase 
secretora do ciclo menstrual com ou sem uso de MP A, e a presença de c-los 
imunorreativo foi eliminada pelo tratamento com MPA. Esses achados demons-
tram que a expressão de c-los no endométrio humano é muito bem controlada ao 
longo do ciclo menstrual, e sugerem que a progesterona possa comandar a inibi-
ção pós-ovulatória da síntese de c-los. O mecanismo pelo qual a progesterona 
poderia inibir a expressão de c-los no endométrio humano ainda não foi esclare-
cido, mas experimentos em ratas sugerem que se trata de uma bloqueio direto ou 
indireto da transcrição gênicaBs. As propriedades antiestrogênicas da progeste-
rona (diminuição da oferta de receptores, aceleração do metabolismo) são insufi-
cientes para explicar a inibição da expressão de c-los no útero da rata, uma vez 
que a progesterona não inibiu a expressão de c-myc e c-jun induzida por 
estradiol no mesmo modelo experimental85. 
A expressão de c-los foi mais intensa na fase proliferativa intermediária 
que na inicial, coincidindo com os níveis mais altos de estradiol sérico e guar-
dando uma correlação direta com a concentração deste hormônio. Estes dados 
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são fortemente sugestivos de que o estradiol produzido pelo ovário na fase foli-
cular seja o principal determinante da expressão de c-los no endométrio. Expe-
rimentos em ratas corroboram esta hipótese, uma vez que em animais imaturos a 
expressão gênica de c-los pode ser induzida pelo tratamento com estradiol, de 
forma dose-dependente23,8S. A existência de um elemento responsivo ao estrogê-
nio no gene do c-los humano reforça as evidências em favor de um controle 
direto da transcrição de c-los pelo complexo estrogênio-receptor169. 
Nossos resultados indicam, pela primeira vez, que a expressão de c-los no 
endométrio humano durante a fase proliferativa do ciclo menstrual é mais in-
tensa nas células estromais que no epitélio glandular. Este achado sugere que o c-
los seja um importante mediador (e possivelmente amplificador) do estímulo 
estrogênico sobre a proliferação do estroma endometrial. A expressão de c-los no 
epitélio glandular, embora dispersa e restrita a poucas pacientes, limitou-se ao 
endométrio proliferativo intermediário e coincidiu com o pico de estradiol sérico. 
A presença de c-los no epitélio endometrial já foi demonstrada em suínos34 e 
roedores7,115_ Também se observou que o estradiol induz a transcrição de mRNA 
para c-los numa linhagem de células de adenocarcinoma de endométrio46_ 
Demonstrou-se aumento do mRNA de c-los no adenocarcinoma de endométrio, 
especialmente naqueles casos em que a neoplasia era mais diferenciada45_ 
Portanto, é possível que, em condições patológicas, o estrogênio aumente a 
expressão de c-los não apenas no estroma mas também nas glândulas 
endometriais. 
TGFP 
Nossos resultados demonstram que a regulação do TGFP no endométrio 
humano é independente para as suas várias isoformas. Enquanto a expressão de 
TGFP 1 foi mais proeminente no estroma que no epitélio e não variou com o ciclo 
menstrual nem com MP A, a expressão de TGFP3 (e TGFP2, como sugerem os 
dados preliminares) predominou no epitélio, foi maior na fase secretora que na 
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fase proliferativa e ainda maior nas pacientes que usaram MP A. 
O padrão áclico que observamos na expressão endometrial de TGFP re-
força as primeiras observações de Gold et aJ.S4, que também estudaram biópsias 
coradas por imuno-histoquímica. Além disso, nossos dados sugerem que a pro-
gesterona tenha uma participação importante no aumento de TGFP3 que ocorre 
no endométrio secretor, uma vez que as amostras provenientes de pacientes 
tratadas com MP A tiveram imunocoloração mais intensa e níveis mais altos de 
m.RNA para TGFP3 em comparação com as que tomaram placebo, inclusive na 
fase secretora. O aumento de m.RNA para TGFP3 na fase secretora inicial e in-
termediária foi observado por autores que utilizaram hibridização in sitzíl1, mas 
outros autores encontraram níveis mais altos de m.RNA (determinados por 
Northem blof) no endométrio coletado na fase folicular3. Estes últimos, entre-
tanto, não confirmaram se as amostras obtidas na fase lútea eram efetivamente 
de endométrio secretor, nem correlacionaram os achados com os níveis circu-
lantes de esteróides sexuais. Portanto, nossos dados e os de outros autores que 
estudaram a expressão de TGFP3 no endométrio humano sugerem, de forma 
congruente, que este fator de crescimento é sintetizado e secretado tanto pelas 
células epiteliais como estromais e tem sua expressão aumentada no endométrio 
secretor, provavelmente em conseqüência do estímulo promovido pela progeste-
rona. 
Pelo menos dois mecanismos básicos podem ser sugeridos para explicar 
como os progestogênios estimulam a síntese e secreção de TGFP3 pelo endomé-
trio. O complexo progesterona-receptor poderia modular diretamente a transcri-
ção gênica do TGFP3 ou poderia atuar indiretamente, inibindo os efeitos do 
estradiol. Esses mecanismos não foram ainda testados no endométrio, mas os 
dados provenientes de outras células demonstram que o estradiol tem efeito 
supressor sobre a síntese de TGFP2 e TGFP34, o que abre a possibilidade de que o 
efeito anti-estrogênico da progesterona favoreça a expressão dos mesmos fatores 
de crescimento. 
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Controle integrado do ciclo endometrial 
Os dados aqui apresentados nos permitem discutir o papel que caberia à 
PRL, c-los e TGFJ3 no complexo processo de crescimento e diferenciação por que 
passa o endométrio durante cada ciclo menstrual (Fig. 4-1). 
A secreção de PRL é uma característica da célula estromal diferenciada 
pela progesterona. Sua função ainda é objeto de hipóteses especulativas, mas a 
continuidade da secreção de PRL pelas células deciduais durante a gravidez 
sugere que os efeitos da PRL sobre o feto e sobre o ambiente uterino na gestação 
sejam fisiologicamente relevantes9. 
O papel do c-los parece ser o de amplificar o estímulo estrogênico para a 
proliferação das células estromais e, possivelmente, também das células epite-
liais. Assim como outros protooncogenes, a ativação do c-los é um sinal mitogê-
nico que atua na própria célula, aumentando a transcrição de outros genes que 
em última análise comandam a divisão celular143. O estreito controle da 
expressão de c-los ao longo do ciclo menstrual e sua potente inibição pelo MP A 
sugerem que este oncogene seja um dos mediadores da ação mitogênica do es-
tradiol sobre o endométrio. Apesar da comprovação experimental de que o estra-
diol aumenta a transcrição de c-los no útero23,8s,ns, ainda é preciso esclarecer se a 
indução de c-los apenas contribui ou é indispensável para que o efeito proli-
ferativo do estrogênio seja alcançado. 
Quanto ao TGFJ3, as evidências apontam para um efeito antiproliferativo 
das três isoformas, mas o TGFJ33 e, em menor escala, o TGFJ32, são os que têm 
sua síntese endometrial estimulada pela progesterona e pelo MP A. A função do 
TGFJ3 seria atuar como mediador parácrino da ação da progesterona, limitando o 
crescimento e estimulando a diferenciação do endométrio154. 
Além dos fatores por nós estudados, um grande número de mediadores 
está envolvido na ampliação e modulação do sinal dos esteróides no endométrio. 
Outros fatores de crescimento, protooncogenes, enzimas, eicosanóides, proteínas 
de transporte e citocinas interagem entre si e com os esteróides ovarianos de 
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modo a controlar as mitoses de cada tipo celular, o balanço hidro-eletrolítico, a 
permeabilidade capilar, a neovascularização, a secreção glandular e a renovação 
cíclica do endométrio. Apesar de tantos efetores, os hormônios que efetivamente 
comandam o ciclo endometrial em condições fisiológicas são apenas estradiol e 
progesterona. As razões que expliquem, do ponto de vista evolutivo ou mesmo 
teleológico, o benefício de um sistema tão complexo capaz de coordenar as mes-
mas funções celulares com tantas substâncias codificadas por genes diversos 
ainda não estão suficientemente claras. Ao que tudo indica, o entendimento 
desses mecanismos possibilitará descobrir quais deles estão alterados em cada 
doença e propor tratamentos mais racionais, para além da simples administração 
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Esquema representativo da participação da prolactina, c-fos e TGF/3 no controle da 
proliferação e diferenciação do endométrio humano durante o ciclo menstrual. 
O esquema é derivado da Figura 1-1 e baseado na referência 103. 
ER: receptor de estrogênio; ERE: elemento responsivo ao estrogênio; PR: receptor de 
progesterona; PRE: elemento responsivo à progesterona. 
CAPÍTULO 4 - DISCUSSÃO 105 
--------------------------~~--------------~ 
Conclusões 
Os resultados aqui apresentados nos permitiram concluir que: 
1) A expressão de PRL endometrial é característica da fase secretora do ciclo 
menstrual e pode ser intensificada pelo uso oral de MP A, na dose e tempo in-
vestigados (10 mg/ dia, 10 dias). 
2) A expressão de PRL endometrial aumenta proporcionalmente ao grau de 
diferenciação histológica do endométrio. 
3) A expressão de c-los no endométrio é característica da fase proliferativa do 
ciclo menstrual, predomina nos núcleos das células estromais e é potente-
mente inibida pelo MP A. 
4) A expressão de c-los no endométrio guarda relação direta com os níveis séri-
cos de estradiol e inversa com a relação progesterona/ estradiol. 
5) A expressão de TGFP1 no endométrio não se altera significativamente com o 
ciclo menstrual nem com o uso de MP A. 
6) A expressão de TGFP3 no endométrio é característica da fase secretora do ciclo 
menstrual e pode ser ampliada pelo uso oral de MP A. 
O conjunto destes resultados sugere que: 
• a PRL pode ser considerada um bom marcador bioquímico da decidualização 
do endométrio (espontânea ou induzida por progestogênio); 
• a proteína los é um provável mediador autócrino do efeito proliferativo do 
estradiol no endométrio humano; 
• a regulação da síntese de TGFP3 poderia ser um dos mecanismos pelos quais a 
progesterona (e os progestogênios) limita o crescimento e induz a diferencia-
ção do endométrio. 
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Anexos 
1. Protocolo de registro das informações clínicas 
2. Termo de consentimento pós-informação 
3. Tabela de randomização 
PROJETO DE PESQUISA- PROGESTERONA E DECIDUALIZAÇÃO DO ENDOMÉTRIO 
HUMANO 
PROTOCOL0n° ______ _ ENVELOPE n° ----
ESTRATO: 0 FF 0 FL RANDOMIZAÇÃO: 0 PLACEBO 0 MPA 
DIA PROVÁVEL DA CIRURGIA (CICLO) __ 
DIA EM QUE FOI REALIZADA A CIRURGIA (CICLO) DATA ___ / ___ /19 
NOME:~--~----------------~-=-=--~~~-= 
Registro Hospitalar------------- D HEMIPV D HCPA D __ __ 
IDADE ______ anos MENARCA ___ anos G ____ ,P_---'A, __ __ 
DATA DE INiCIO DAS TR~S ÚLTIMAS MENSTRUAÇÓES: 
----'/ /19__ I /19__ __/ ____ ./19 __ 
JÁ USOU CONTRACEPTIVO ORAL? D SIM de ----'119 __ a 
----'119 __ 
0NÃO 
USA D.I.U.? 0SIM 0NÃO 
USOU NOS ÚLTIMOS 3 MESES: 
0ESTROG~NIOS CONJUGADOS 0ESTRADIOL DOUTRO ESTROG~NIO 
0MPA DOUTRO PROGESTOG~NIO 0ASSOCIAÇÓES HORMONAIS 
0HORM0NIOS TIREOIDIANOS 0CORTICOSTERÓIDES 01NSULINA 
0ANTIDEPRESSIVO TRICiCLICO 0D.I.U. COM PROGESTOG~NIO 
USOU NOS ÚLTIMOS 6 MESES: 
0DEPO-PROVERA® 0PERLUTAN® 0NORPLAN~ 
JÁ FEZ BIÓPSIA DE ENDOMÉTRIO? 
0SIM 0NÃO 0NORMAL 0HIPERPLASIA SEM ATIPIAS 
DATA I 119 0HIPERPLASIA ATIPICA 0NEOPLASIA 
ECOGRAFIA PÉLVICA? 0SIM 0NÃO SONDA VAGINAL? 0SIM 0NÃO 
DATA I 119 ESPESSURA ENDOMETRIAL mm 
TABAGISTA? 0SIM 0NÃO ___ CIGARROS POR DIA HÁ ____ ANOS 
MEDICAMENTOS DE USO CONTiNUO: 
PESO: _____ kg ESTATURA: ___ cm IMC: ___ kg/m2 
Técnica de Biópsia: ---------------------------------
Termo de Consentimento Informado 
PROJETO DE PESQUISA- PROGESTERONA E DECIDUALIZAÇÃO DO ENDOMÉTRIO 
HUMANO 
CONVITE PARA PARTICIPAR DO ESTUDO 
Este ambulatório se dedica não só a oferecer assistência médica às pessoas que o 
procuram, mas também a pesquisar novos tratamentos para as doenças ginecológicas e a 
investigar as causas e os meios de prevenir essas doenças. Gostarlamos de convidá-la a 
colaborar conosco, participando de um desses estudos. Para sua tranqüilidade, pedimos que leia 
com atenção e assine, se estiver de acordo, o consentimento abaixo: 
Eu concordo em participar deste projeto de pesquisa, após ter sido esclarecida de que: 
(1) farei uso dos 1 O comprimidos que me foram oferecidos, tomando 1 comprimido à noite, ao 
deitar, durante 1 O dias; (2) os comprimidos poderão conter 1 O mg de acetato de 
medroxiprogesterona- um medicamento conhecido e seguro-, ·ou não conter nenhum 
medicamento (placebo); (3) uma amostra do tecido que reveste internamente o meu útero 
(endométrio) será colhida no consultório; (4) após a coleta do material, uma parte dele será 
levada para exames laboratoriais com finalidade de pesquisa; o restante irá para os exames 
histopatológicos de rotina; (5) uma amostra do meu sangue (cerca de 10 ml) será retirada e 
guardada para futuros exames, para efeito de pesquisa; (6) os resultados de todos os exames 
feitos em função da pesquisa ser-me-ão comunicados sempre que eu os solicitar; (7) meu nome 
será mantido em sigilo absoluto em todas as fases da pesquisa; (8) qualquer dúvida que eu tiver 
será prontamente esclarecida pelos meus médicos; (9) se eu decidir abandonar a pesquisa, 
poderei fazê-lo a qualquer momento, sem nenhum prejuízo para o meu atendimento médico. 
Nome: ____________________________________ ___ 
Assinatura: ------------------------------------
Data: __ / __ /19 __ 
Ass. do médico: ---------------------------------
RANDOMIZAÇÃO 
ESTRATO FF (BIÓPSIA NOS 10 PRIMEIROS DIAS DO CICLO) 
BLOCOS DE 4: A=PPPM B=PPMP C=PMPP D=MP PP 
ESTRATO FL (BIÓPSIA NOS 10 ÚLTIMOS DIAS DO CICLO) 
BLOCOS DE 3: A=PPM B=PMP C=MPP 





01 a 25 
26 a 50 
51 a 75 
76 a 00 D (ou desconsiderar o número quando não há D) 
RESULTADOS 
FASE FOLICULAR 
1. BLOCOS : B A A A 
2. TRATAMENTOS: 
FASE LÚTEA 
1. BLOCOS : B A B B B B B C C A 
2. TRATAMENTOS: 
